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Résumé 
Résumé 
Titre : Evaluation expérimentale des concentrations critiques de témocilline vis-à-vis de 
souches d’entérobactérales  
Résumé : Dans le monde entier l’antibiorésistance des entérobactérales communautaires, 
notamment par production de ß-lactamase à spectre étendu (E-BLSE), conduit à une 
consommation préoccupante d’antibiotique de dernier recours tels les carbapénèmes. Dérivé de 
la ticarcilline la témocilline pourrait représentée une alternative y compris sur certaines 
entérobactérales productrices de carbapénèmase (EPC). Néanmoins, il existe une incertitude 
concernant les concentrations critiques distinguant les entérobactérales sensibles des résistantes 
avec trois valeurs selon les pays utilisateurs de témocilline (8 mg/L, 16 mg/L ou 32 mg/L) tandis 
qu’une harmonisation internationale reste en attente. En ce contexte trois travaux originaux ont 
été poursuivi ainsi qu’une revue de la littérature. 
Il fut d’abord étudié in vitro la sensibilité à la témocilline de 762 entérobactérales responsables 
d’infection urinaire communautaire. Dans un contexte de prévalence faible des E-BLSE (5%) 
et nulle des EPC, les trois méthodes de routine (disque, automate, Etest) se sont révélées très 
fiables, la borne épidémiologique pour la témocilline s’établissant à 8 mg/L. 
Ensuite, l’efficacité de la témocilline vis-à-vis d’entérobactérales productrices ou non de ß-
lactamases (E-BLSE ou EPC) a été évaluée dans deux modèles murins complémentaires. Il a 
été montré l’efficacité de la témocilline à un schéma reproduisant la posologie humaine de 2 g 
toutes 12 h vis-à-vis d’entérobactérales pour lesquels la CMI de la témocilline était de 8 mg/L. 
L’efficacité de ce schéma posologique, bien que significative, était moindre vis-à-vis des isolats 
pour lesquels la CMI de la témocilline était de 16 mg/L. Par contre, il ne fut pas observé 
d’efficacité significative de la témocilline vis-à-vis des isolats avec une CMI à 32 mg/L 
quelques soit le schéma posologique (2 g toutes les 8 ou 12 h).  
L’ensemble de ces résultats, ainsi qu’une revue exhaustive des données de la littérature, 
conduisent à proposer une concentration critique de 8 mg/L pour le schéma posologique de 2 g 
toutes les 12 h, et de 16 mg/L pour celui de 2 g toutes les 8h. Cette dernière proposition 
correspondrait au « sensible à forte exposition », nouvelle définition de la catégorisation 
« intermédiaire » selon les dernières recommandations de l’EUCAST. 
Mots clés : Témocilline, pharmacocinétique, pharmacodynamique, infection urinaire, 
concentrations critiques, BLSE, carbapénèmase 
 
Résumé 
Abstract 
Title: Experimental evaluation of temocillin clinical breakpoints against enterobacterales 
Abstract: Worldwide spread of antimicrobial resistance among community-acquired 
enterobacterales, especially ESBL, leads to a worrying consumption of last resort antibiotics 
like carbapenem. Derivative of ticarcillin, temocillin may be an attractive carbapenem-sparing 
agent including against some carbapenemase-producing enterobacterales (CPE). Nevertheless, 
there is still uncertainty regarding clinical breakpoints with 3 different values depending on 
countries (8 mg/L, 16 mg/L, 32 mg/L), moreover international consensus about this issue is 
awaited. In this context, three original studies were conducted along with a literature review. 
First, in vitro susceptibility to temocillin of 762 enterobacterales from community-acquired 
urinary tract infection was studied. In this area of low prevalence of ESBL and no CPE, the 
three routine susceptibility methods (disk diffusion, automate, Etest) were very accurate, 
epidemiological cut-off was set to 8 mg/L.  
Then, temocillin efficacy against enterobacterales producing or not producing ß-lactamase 
(ESBL or CPE) was assessed by two complementary murine models. We demonstrated that 
temocillin exposure reproducing 2 g q12h regimen showed efficacy against strains with 
temocillin MIC of 8 mg/L. This regimen exhibited a lower, even though significant, efficacy 
against strain with temocillin MIC of 16 mg/L. On the over hand, it was not observed significant 
efficacy against strain with temocillin MIC of 32 mg/L whatever the regimen used (2 g q12h 
or q8h).  
All together this results and the literature review support a clinical breakpoints of 8 mg/L for 
2 g q12h regimen, and 16 mg/L for 2 g q8h regimen. This last proposition correspond to the 
new susceptibility category : “Intermediate – Susceptible, increase exposure” from the last 
EUCAST recommendations.  
Key words: temocillin, pharmacokinetics, pharmacodynamics, urinary tract infections, clinical 
breakpoints, ESBL, carbapenemase 
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Introduction - Objectifs  
L’antibiorésistance est un problème majeur de santé publique notamment chez les 
entérobactérales conduisant à une consommation de plus en plus importante d’antibiotique dit 
de dernier recours et à des impasses thérapeutiques. Ainsi, en parallèle au développement de 
nouveaux antibiotiques, il existe un regain d’intérêt pour des anti-infectieux plus anciens dont 
l’utilisation était jusqu’alors marginale pour des raisons diverses tenant parfois simplement à 
des stratégies de développement. 
 
La témocilline est un antibiotique semi-synthétique de la sous-famille des carboxy-pénicillines, 
développée dans les années 1980 par modification de la ticarcilline. La témocilline n’était 
jusqu’en 2014 que commercialisée dans un nombre limité de pays (Royaume-Uni et Belgique) 
et d’utilisation confidentielle. En effet, son spectre d’activité restreint aux entérobactérales était 
considéré jusqu’alors comme un désavantage. Du fait d’une activité intrinsèque conservée sur 
les entérobactérales productrices de ß-lactamase à spectre étendu (E-BLSE), la témocilline a 
connu un regain d’intérêt et l’autorisation de mise sur le marché (AMM) a été obtenu en France 
en 2014 selon une procédure accélérée. Néanmoins compte-tenu de l’historique particulier du 
développement de la molécule, il existait en 2016 une incertitude concernant les concentrations 
critiques de témocilline vis-à-vis des entérobactérales avec trois concentrations critiques 
différentes selon les indications et les pays. D’où le travail de thèse développé ici.  
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De ceci découle les objectifs de cette thèse : après une revue bibliographique sur les modalités 
de définition des concentrations critiques, quatre articles originaux publiés seront présentés. Le 
premier est une revue générale de la littérature centrée sur la pharmacodynamie et la 
pharmacocinétique de la témocilline. Le deuxième est une description épidémiologique de la 
sensibilité des entérobactérales communautaires vis-à-vis de la témocilline. Les deux derniers 
travaux s’intéressent à l’évaluation in vivo de l’efficacité de la témocilline vis-à-vis 
d’entérobactérales présentant des mécanismes de résistance différents dans deux modèles 
murins complémentaires. Enfin, une conclusion faisant de la synthèse des différents travaux 
essaiera de proposer une concentration critique de témocilline vis-à-vis des entérobactérales. 
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Revue bibliographique 
1. Principe de détermination des concentrations critiques des 
antibiotiques en médecine humaine 
1.1  Qu’est-ce qu’une concentration critique d’un antibiotique ? 
Une concentration critique est une valeur de concentration minimale inhibitrice (CMI) qui 
catégorise une bactérie donnée vis-à-vis d’un antibiotique donné en sensible ou non selon la 
probabilité de succès clinique. Une concentration critique pour un couple antibiotique/espèce 
bactérienne peut connaitre une seule valeur : espèce sensible (S) si CMI≤X mg/L et espèce 
résistante si CMI>X mg/L, ou deux valeurs : S si CMI≤X mg/ et R si CMI>Y mg/L laissant 
une zone entre les deux valeurs appelée catégorie intermédiaire (I). Classiquement le Comité 
de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM) définissait les 
souches catégorisées S comme « celles pour lesquelles la probabilité de succès thérapeutique 
est forte dans le cas d’un traitement par voie systémique avec la posologie recommandée dans 
le résumé des caractéristiques du produit » (1).  
Toujours selon les définitions classiques, les souches catégorisées I étaient celles « pour 
lesquelles le succès thérapeutique est imprévisible, ces souches formant un ensemble 
hétérogène pour lequel les résultats obtenus in vitro ne sont pas prédictifs d’un succès 
thérapeutique pour une des trois raisons suivantes : (i) souche présentant un mécanisme de 
résistance dont l’expression in vitro est faible, avec pour conséquence leur classement dans la 
catégorie S, mais la connaissance d’échecs cliniques in vivo ; (ii) souche présentant un 
mécanisme de résistance dont l’expression n’est pas suffisante pour justifier un classement dans 
la catégorie R, mais suffisamment faible pour espérer un effet thérapeutique dans certaines 
conditions (fortes concentrations locales ou posologies accrues) ; (iii) zone tampon tenant 
compte d’incertitudes techniques et biologiques » (1). 
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Récemment les définitions des catégories cliniques ont été revisitées par l’European Commitee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) dont le CA-SFM est membre depuis 2014. 
Annoncées dès 2017 (2), les nouvelles définitions sont officielles depuis 2019 (EUCAST v9, 
2019) à la suite d’une concertation publique ayant suscité beaucoup de débats 
(www.eucast.org). Désormais S signifie « sensible, schéma posologique standard » : un micro-
organisme est catégorisé ainsi quand il existe une haute probabilité de succès thérapeutique en 
utilisant un schéma posologique standard. Et I correspond à « sensible, à forte exposition » 
(pour increased exposure en anglais) lorsqu’il existe une haute probabilité de succès 
thérapeutique parce que l’exposition à l’anti-infectieux est augmentée soit par l’utilisation de 
posologie élevée soit par une concentration importante au site de l’infection (3). La « zone 
tampon » est désormais signalée différemment au thérapeute par l’acronyme « ATU » en 
anglais (area of technical uncertainty) et « ZIT » en français (zone d’incertitude technique).  
Ainsi une concentration critique définit donc une probabilité de succès clinique pour une espèce 
bactérienne, un schéma posologique, et souvent une situation clinique (type d’infection : 
localisation, sévérité) donnés.  
1.2  Qui détermine les concentrations critiques ? 
D’une part les agences du médicament, européenne (European Medicines Agency, EMA) et 
nord-américaine (Food and Drug Administration, FDA), définissent des concentrations 
critiques lors de la mise sur le marché des nouvelles molécules. En parallèle, des comités 
nationaux ont été créés pour standardiser l’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques et 
définir des concentrations critiques. Ainsi, en Europe jusqu’au début des années 2000, il existait 
six comités nationaux principaux (Allemagne, France [CA-SFM], Norvège, Pays-Bas, Suède, 
Royaume-Uni) pouvant définir des concentrations critiques distinctes en utilisant des méthodes 
différentes. Sous l’impulsion de Ian Philips, l’EUCAST fut créé en 1997 avec comme ambition 
la standardisation des méthodes et l’harmonisation des concentrations critiques. Son action fut 
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pleinement effective quelques années plus tard grâce à une structuration dans laquelle chaque 
comité national est représenté, est responsable de l’application des décisions de l’EUCAST, et 
peut le cas échéant demander une exception aux décisions afin de tenir compte des spécificités 
nationales (disponibilité des molécules, posologies différentes par exemple) (4). 
Aux Etats-Unis d’Amérique, le Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) est la deuxième 
entité internationale non gouvernementale d’importance à définir des concentrations critiques. 
Son organisation et ses méthodes pour la détermination diffèrent de ceux de l’EUCAST : (i) la 
FDA continue de définir des concentrations critiques en parallèle du CLSI (tandis que l’EMA 
ne s’y emploie pas), (ii) le financement du CLSI est assuré en partie par de l’industrie 
pharmaceutique, (iii) cette dernière est représentée et prend part aux décisions du CLSI, (iv) le 
CLSI n’intègre pas la borne épidémiologique (cf. infra) dans la détermination des 
concentrations critiques (5). 
Si à sa création l’EUCAST regroupait six comités nationaux, un nombre important de pays 
européens et aussi extra-européens l’ont depuis rejoint avec désormais des représentants de 
cinquante pays chargés de définir les concentrations critiques. 
1.3  Comment est déterminée une concentration critique ? 
La détermination d’une concentration critique est une procédure complexe intégrant des 
données de trois ordres (6). D’abord la distribution des CMI au sein des espèces bactériennes 
d’intérêt. Ensuite les données des essais cliniques permettant de mettre en parallèle la valeur de 
la CMI et l’évolution sous traitement. Enfin des données de pharmacocinétique et de 
pharmacodynamie prenant une part croissante dans la définition des concentrations critiques 
ainsi que discuté infra. 
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1.3.1 Intérêt de la relation pharmacocinétique – pharmacodynamie dans la 
détermination des concentrations critiques 
1.3.1.1 Définition des cibles thérapeutiques 
« Le niveau d’activité antimicrobienne » indiqué par l’EUCAST pour définir une souche 
sensible fait référence à la relation entre exposition à un antimicrobien et réponse observée 
(relation exposition – réponse). L’étude de cette relation a été réalisée lors des trois dernières 
décennies à l’aide de modèles expérimentaux précliniques, principalement murins (7). La 
pertinence des modèles a depuis été validée par la corrélation entre les cibles thérapeutiques 
définies chez la souris et l’efficacité clinique observée chez l’homme (8). 
Ainsi, le résultat clinique (succès ou échec) dépend d’une relation triangulaire entre (i) l’activité 
intrinsèque de l’antimicrobien, (ii) la CMI de l’antimicrobien vis-à-vis de l’isolat ciblé et (iii) 
l’exposition de l’isolat à l’antimicrobien chez le patient (dépendant notamment du schéma 
thérapeutique et du type d’infection) (9). Pour chaque antibiotique, et plus généralement pour 
chaque famille d’antibiotiques, il peut être défini des indices dits « PK/PD » intégrant des 
données de concentration (apportées par la pharmacocinétique : PK par référence au terme 
anglo-saxon) et d’effet pharmacodynamique (PD) de l’antibiotique au cours du temps. L’indice 
PK/PD le mieux corrélé à l’efficacité clinique dépend de chaque famille antibiotique. Pour les 
fluoroquinolones, par exemple, il s’agit de l’aire sous la courbe de la concentration libre 
d’antibiotique au-dessus de la CMI au cours du temps (ƒAUC/CMI) tandis que pour les ß-
lactamines il s’agit du temps (exprimé en pourcentage entre les doses) où la concentration libre 
de l’antibiotique se situe au-dessus de la CMI (%ƒ>CMI) (5). 
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La seconde approche pour définir les cibles thérapeutiques est préclinique, faisant appel à des 
expérimentations soit in vitro (modèle d’infection en fibres creuses « hollow fibre infection 
models ») (11) soit in vivo chez l’animal, ces dernières étant dominées par le modèle d’infection 
de cuisse de la souris neutropénique (12). Ces modèles précliniques autorisent une grande 
amplitude de valeurs d’indice PK/PD étudié et l’analyse des mécanismes à l’origine de 
l’émergence de mutant résistant. Les deux approches (clinique et préclinique) étant corrélées et 
complémentaires (8) l’EUCAST intègre désormais l’ensemble de ces données pour définir les 
concentrations critiques (4,6). 
1.3.1.2  Des cibles thérapeutiques aux concentrations critiques 
Chez un patient donné l’atteinte de la cible thérapeutique dépend de deux facteurs principaux : 
bien sûr la CMI de l’antibiotique vis-à-vis de la bactérie à l’origine de l’infection mais aussi 
l’exposition individuelle à cet antibiotique dépendant des paramètres pharmacocinétiques tels 
le volume de distribution et la clairance d’élimination. Ainsi, une CMI élevée de l’antibiotique 
vis-à-vis de la bactérie en cause produira un indice PK/PD faible, lui-même associé à une haute 
probabilité d’échec thérapeutique. La bactérie sera alors définie comme résistante. Par ailleurs, 
une exposition plus importante à l’antibiotique (par la modification du schéma thérapeutique) 
peut permettre d’obtenir un indice PK/PD au-delà de la cible thérapeutique et donc in fine de 
catégoriser la bactérie comme sensible. 
La détermination des concentrations critiques intègre donc ces deux éléments. La façon la plus 
simple de définir une concentration critique est de résoudre l’équation entre l’indice PK/PD 
observé (pour un schéma thérapeutique) sur la concentration critique (la CMI de l’isolat) et 
l’objectif thérapeutique : 
Indice PK/PD observé / concentration critique = objectif thérapeutique  
 Concentration critique = indice PK/PD observé / objectif thérapeutique  
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Par exemple, l’objectif thérapeutique pour la lévofloxacine vis-à-vis de Streptococcus 
pneumoniae est ƒAUC/CMI = 34 tandis que l’indice PK/PD observé après 500 mg est ƒAUC 
= 40 mg.h/L (13). Aussi la concentration critique de la lévofloxacine vis-à-vis de Streptococcus. 
pneumoniae définie selon cette méthode s’établit à 1 mg/L (concentration critique = indice 
PK/PD observé / objectif thérapeutique = 40 / 34 = 1,18 ≈ 1 mg/L). 
Néanmoins cette méthode simple ne permet pas de rendre compte facilement des variations en 
termes de schémas thérapeutiques, de cibles thérapeutiques et de CMI. Ainsi, une méthode 
intégrative plus complexe appelée probabilité d’atteindre la cible (PTA pour « probability of 
target attainment » en anglais) s’appuyant principalement sur une simulation statistique dite de 
Monte-Carlo est maintenant utilisée. 
1.3.1.3 Simulation de Monte-Carlo et probabilité d’atteindre la cible 
thérapeutique  
La méthode de Monte-Carlo utilisée pour la première fois en microbiologie par Drusano et al. 
(14) consiste, en l’absence de nombreuses valeurs de pharmacocinétiques reflétant les 
variations interindividuelles, à simuler ces données. Ainsi, à partir d’un nombre restreint de 
dosages, il est simulé, en faisant varier les paramètres pharmacocinétiques (tels que le volume 
de distribution ou la clairance de l’anti-infectieux), un nombre très important (5000 à 10000) 
de courbes de concentrations de l’anti-infectieux en fonction du temps. Les courbes prédites 
sont ensuite comparées (via des tests paramétriques utilisant la moyenne et l’écart type) aux 
courbes observées afin de valider la simulation de Monte-Carlo. Une fois le modèle validé, ce 
dernier est utilisé pour calculer l’indice PK/PD pour chaque patient simulé et enfin une PTA 
pour l’ensemble de la population (15). 
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Il existe deux types de représentations de cette PTA. La première consiste à représenter à l’aide 
d’un tableau ou d’un graphique (intégrant la distribution des CMI au sein d’une population 
bactérienne) la PTA en fonction des CMI pour une cible ou plusieurs cibles thérapeutiques 
(Tableau 1 – Figure 2).  
 
Tableau 1: Probabilité d’atteindre la cible (%) pour différents indices PK/PD pour la 
ceftazidime (1 g toutes les 8 h) 
CMI (mg/L) 
%ƒT>CMI 
30 40 50 60 
0,5 100 100 100 100 
1 100 100 100 100 
2 100 100 100 100 
4 100 100 100 100 
8 100 99 84 42 
16 54 10 1 0 
32 0 0 0 0 
D’après Mouton et al. (16) 
 
Ainsi, la concentration critique peut être déterminée aisément selon la cible thérapeutique et le 
niveau de probabilité choisis (100%, 95%, 90%). Par exemple, dans le tableau 1, une 
concentration critique de 4 mg/L permet d’atteindre la cible thérapeutique (%ƒT>CMI=50%) 
dans 100% des cas. 
  


Revue bibliographique 
 - 17 - 
1.3.2 Distribution des CMI et borne épidémiologique (Epidemiological Cut-
Off – ECOFF) 
Ainsi, à l’aide de l’analyse de la distribution des CMI d’un anti-infectieux vis-à-vis d’une 
population « sauvage », il peut être défini une borne épidémiologique. L’ECOFF est définie 
comme la plus haute CMI d’un anti-infectieux vis-à-vis d’une population d’isolats bactériens 
dépourvus de mécanisme de résistance phénotypiquement détectable.  
Afin de déterminer l’ECOFF, l’EUCAST s’appuie sur un système unique d’agrégation de 
distribution des CMI (et des diamètres d’inhibition correspondants) issue d’une grande variété 
de sources en termes de temporalité, de lieux, de type d’infection, et d’hôte (humain et animal). 
Ce système permet de générer, après validation selon un cahier des charges rigoureux, des 
courbes de distribution de CMI et de diamètres d’inhibition pour un nombre extrêmement 
important de couples antibiotique/espèce bactérienne (plusieurs dizaines de milliers de courbes 
de distribution représentant plusieurs millions de valeurs de CMI). L’ensemble de ces données 
est en libre accès sur le site internet de l’EUCAST (www.eucast.org). La figure 4 illustre la 
distribution des CMI de l’imipenème vis-à-vis de 64332 isolats de Pseudomonas aeruginosa 
disponible dans ladite base d’où il ressort un ECOFF à 4 mg/L. 
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Figure 4 : Distribution des CMI de l’imipenème vis-à-vis de 64332 isolats de Pseudomonas 
aeruginosa d’après la base de données de l’EUCAST 
 
Population sauvage en bleue. D’après l’EUCAST (accès le 09/06/2019, www.eucast.org) 
 
L’ECOFF permet pour un couple antibiotique/espèce bactérienne donné de déterminer la plus 
faible valeur de concentration critique mais est également très utile pour détecter de faibles 
niveaux de résistance (19), et aussi comparer les niveaux et l’émergence de résistance lorsque 
les concentrations critiques sont différentes (au fil du temps, selon les comités nationaux même 
s’il y a désormais une harmonisation européenne, ou encore entre médecine humaine et 
vétérinaire) (4). 
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1.3.3 Intégration des données et choix des concentrations critiques par 
l’EUCAST 
Comme résumé dans la figure 5 d’après Mouton et al. (6), l’EUCAST intègre tant les données 
PK/PD que les données épidémiologiques (ECOFF) pour déterminer les concentrations 
critiques. Ainsi, lorsque la concentration critique extrapolée par les données PK/PD divise une 
distribution de CMI chez une population sauvage, l’EUCAST peut décider soit d’augmenter la 
concentration critique afin de rendre l’ensemble de la population sauvage sensible sous couvert 
d’une augmentation de la posologie (la concentration critique de l’imipenème vis-à-vis de 
P. aeruginosa est définie à 4 mg/L pour une posologie de 1 g toutes les 6 h) soit au contraire de 
diminuer la concentration critique pour rendre l’ensemble de la population résistante (exemple 
de la ciprofloxacine et S. pneumoniae).  
Enfin, les données sont évolutives afin d’intégrer au fil des années l’expérience clinique et les 
échecs thérapeutiques en lien avec une éventuelle sélection de mutants résistants. Par exemple 
la concentration critique de la ciprofloxacine vis-à-vis de Salmonella spp. initialement fixée à 
0,25 mg/L a été diminuée des années plus tard à 0,06 mg/L devant le constat d’échecs cliniques 
avec sélection de mutants résistants. A contrario la CMI reste à 0,25 mg/L pour les autres 
entérobactérales en l’absence d’échecs comparables ceci témoignant de la complexité de la 
problématique. 
L’ensemble de ce processus est parfaitement adapté pour les nouvelles molécules dont le 
développement doit souscrire à un cahier des charges très rigoureux tant pour l’Europe (EMA 
/EUCAST) que l’Amérique du nord (FDA/CLSI) d’où découlent des dossiers très riches 
d’informations (20), condition sine qua none pour obtenir une AMM. Paradoxalement, bien 
qu’autorisés depuis parfois un demi-siècle, les anciens antibiotiques connaissent des données 
bien plus pauvres, a fortiori lorsqu’il s’agissait de médicaments « de niche » comme ce fut le 
cas pendant longtemps pour la témocilline. 
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Figure 5 : Représentation schématique du processus permettant la définition des 
concentrations critiques par l’EUCAST 
 
D’après Mouton et al. (6) 
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1.4 Regain d’intérêt pour des anciens antibiotiques  
Du fait de l’émergence de bactéries résistantes voire hautement résistantes aux antibiotiques et 
de la difficulté de développement de nouvelles molécules, il existe un regain d’intérêt pour 
d’anciens anti-infectieux tels que la colistine, la fosfomycine et la témocilline (21–23). 
La grande majorité de ces anti-infectieux a été développée voilà maintenant 30 à 50 ans. Depuis, 
la structuration administrative pour l’obtention de l’AMM a changé : l’obligation d’obtenir une 
AMM en prouvant une efficacité clinique pour les antibiotiques aux Etats-Unis d’Amérique n’a 
été inscrite dans la loi qu’en 1962, tandis que l’EMA qui harmonise les conditions d’obtention 
des AMM au niveau européen n’a été créée qu’en 1995. Par ailleurs les indications, 
formulations, posologies et voie d’administration de ces anti-infectieux ont pu être modifiées 
au fil des années pour des raisons diverses, rendant caduques les concentrations critiques 
initiales. Surtout les connaissances en termes de relation PK/PD ont considérablement 
progressé pour aboutir aux règles actuellement en vigueur (24,25). 
De ce fait, il existe clairement un écart entre les prérequis actuels nécessaires à l’obtention de 
l’AMM pour les nouvelles molécules et les données disponibles pour les anciens anti-
infectieux, dont l’utilisation « précipitée » est cependant justifiée par l’émergence de la multi-
résistance, en particulier chez les BGN. C’est le cas pour la témocilline dont l’usage 
thérapeutique s’est beaucoup développé en France comme dans d’autres pays ces dernières 
années, aidé par une autorisation revisitée, mais pour laquelle l’EUCAST n’a à ce jour toujours 
pas défini de concentration critique tandis que seulement quelques comités nationaux – dont le 
CA-SFM – se sont prononcés, mais avec des visions divergentes.   
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2. Témocilline  
2.1  Historique  
Dans les années 1980, la témocilline fut développée par le groupe pharmaceutique britannique 
créé par Thomas Beecham (Beecham Group) connu pour le développement de nombreuses 
pénicillines semi-synthétiques telle la méticilline (26). En France, jusqu’en 2014 la témocilline 
n’était disponible que pour le traitement des infections à Burkholderia cepacia chez les patients 
atteints de mucoviscidose via une procédure d’autorisation temporaire d’utilisation. La 
témocilline n’était alors commercialisée sous le régime d’une AMM que dans un nombre très 
limité de pays (Royaume-Uni et Belgique) et donc d’utilisation confidentielle. En effet, son 
spectre d’activité restreint aux entérobactérales était jadis considéré comme un désavantage 
majeur. A la fin des années 2000, la témocilline a connu un regain d’intérêt du fait d’une activité 
in vitro sur les E-BLSE. Aussi a-t-elle bénéficié d’une modification de son statut avec 
l’obtention en 2014 d’une AMM en France selon une procédure accélérée. 
2.2  Place au sein de la famille des ß-lactamines 
La famille des β-lactamines (stricto sensu ß-lactames puisque tous ne contenant pas de fonction 
aminée ; cependant la terminologie habituelle en France telle que figurant à l’AMM est « ß-
lactamines pour toutes les molécules) comporte les pénicillines, les céphalosporines, les 
carbapénèmes et les monobactames. Leur structure chimique commune tient à un cycle β-
lactame auquel s’ajoute ou non un cycle thiazolidine ou dihydrothiazine et des chaînes latérales 
apportant des spécificités de spectre, de pharmacocinétique et de pharmacodynamique aux 
différentes molécules (Figure 6). 
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Figure 6 : Structure chimique de différentes sous-classes de ß-lactamines 
Pénicillines  Carbapénèmes  Céphalosporines  Monobactames 
 
 
 
 
 
 
 
A : cycle ß-lactame ; B : cycle thiazolidine ; B’ : cycle dihydrothiazine ; R et R’ : chaines 
latérales 
 
Les β-lactamines agissent sur la paroi bactérienne en bloquant la synthèse du peptidoglycane. 
La liaison covalente des β-lactamines avec les transpeptidases, chargées de catalyser les ponts 
inter-peptidiques polymérisant le peptidogyclane, entraîne une inhibition de la synthèse de ce 
dernier et un effet bactériostatique. Les transpeptidases cibles des β-lactamines sont nommées 
protéines de liaison à la pénicilline (PLP) (27). L’action bactéricide des β-lactamines n’est pas 
totalement comprise ; il semble qu’elle soit dépendante du cycle cellulaire, et qu’elle fasse 
intervenir la production de radicaux hydroxy et d’autolysine (28). 
Les principaux mécanismes de résistance aux β-lactamines sont la modification de la cible 
(altération des PLP), la diminution de la concentration des β-lactamines au niveau de la cible 
(pompe à efflux, imperméabilité) et la production de β-lactamases.  
Les β-lactamases sont des protéines, proches structurellement des PLP, produites par les 
bactéries et possédant une activité catalytique envers les β-lactamines. Les β-lactamases 
peuvent être classées selon deux critères : fonctionnel ou moléculaire. La classification 
fonctionnelle reconnait 4 groupes (1 à 4) basés sur la caractérisation du substrat et les propriétés 
d’inhibition (29). La classification moléculaire d’Ambler fondée sur l’analogie de séquence 
définit également 4 groupes (A à D) (30). Les groupes A, C, et D incluent des enzymes avec 
une sérine dans leur site actif, alors que les enzymes du groupe B sont toutes des métallo-
enzymes dépendantes du zinc (31).  
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La témocilline est une molécule semi-synthétique de la sous-famille des carboxy-pénicillines, 
développée dans les années 1980 par modification de la ticarcilline : ajout d’un groupement 
méthoxy en position 6-α du cycle β-lactame.  
L’article 1 présenté ci-après propose une revue de la littérature concernant les propriétés 
antimicrobiennes, les données pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, ainsi que la 
relation exposition – effet (en lien avec les études PK/PD) de la témocilline.  
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3. Article 1 : Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of 
Temocillin 
 
 
Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Temocillin 
Auteurs : K. Alexandre, B. Fantin 
Publié en Mars 2018 dans Clinical Pharmokinetics  
Doi :10.1007/s40262-017-0584-7 
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4. Conclusion de la revue bibliographique  
Ainsi, au terme de cette revue bibliographique, il peut être tiré deux ordres de conclusion.  
Concernant l’analyse générale de l’évaluation des concentrations critiques telle que 
recommandée par une instance comme l’EUCAST, il est donc désormais indispensable de 
disposer de données détaillées concernant tout à la fois :  
• la distribution des CMI vis-à-vis des populations bactériennes sauvages et d’intérêt ; 
• la définition de l’indice PK/PD et de la cible thérapeutique via des études précliniques ; 
• la pharmacocinétique clinique en lien avec les différents schémas posologiques 
possibles ; 
• la PTA chez différentes populations de patients (selon la sévérité et le type d’infection) 
et pour différents schémas posologiques ; 
• l’étude des échecs cliniques et leurs liens éventuels avec la sélection de mutants 
résistants. 
Concernant l’analyse spécifique de la concentration critique de la témocilline, il apparaît qu’il 
manque encore au dossier :  
• la distribution des CMI vis-à-vis des isolats sauvages et en particulier ceux responsables 
d’infection urinaire afin de déterminer l’ECOFF (article 2) ; 
• la confirmation via d’autres modèles précliniques de la cible thérapeutique (articles 3 et 
4) ; 
• l’évaluation de la relation exposition-effet selon les schémas posologiques (article 3) ; 
• l’évaluation de la relation exposition-effet selon la sévérité et le type d’infection 
(articles 3 et 4). 
Comme indiqué par les numéros d’article entre parenthèses, chacun de ces points a fait l’objet 
à la faveur de cette thèse d’un travail original publié comblant en partie un manque.  
Ainsi, le second article de ce mémoire de thèse présenté infra s’est intéressé à la description de 
la distribution des CMI de la témocilline dans une population d’isolats d’intérêt, à savoir les 
souches d’entérobactérales responsables d’infection urinaire communautaire. De plus, il a été 
étudié la performance de plusieurs tests phénotypiques afin de définir ceux utilisables en routine 
pour catégoriser les isolats vis-à-vis de la témocilline. 
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Données expérimentales 
1. Article 2 : Temocillin against Enterobacteriaceae isolates 
from community-acquired urinary tract infections: low rate 
of resistance and good accuracy of routine susceptibility 
testing methods 
 
 
Temocillin against Enterobacteriaceae isolates from 
community-acquired urinary tract infections: low rate of 
resistance and good accuracy of routine susceptibility 
testing methods 
Auteurs : K. Alexandre, M. Réveillon-Istin, R. Fabre, V. Delbos, M. 
Etienne, M. Pestel-Caron, S. Dahyot, F. Caron 
Publié en Juillet 2018 dans Journal of Antimicrobial Chemotherapy  
Doi : 10.1093/jac/dky101 
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Background: Temocillin is an old ‘revived’ antibiotic that may play an important role in the treatment of febrile
urinary tract infection (UTI). Data regarding its activity against current Enterobacteriaceae isolates as well as the
performance of routine susceptibility testingmethods are, however, scarce.
Objectives: To determine the MICs of temocillin for Enterobacteriaceae strains reflecting the current epidemi-
ology and to analyse the accuracy of three commercialmethods.
Methods: Enterobacteriaceae isolates causing community-acquired UTI were prospectively collected from
September 2015 to January 2017 in two French centres. Temocillin MIC was determined by agar dilution (AD) as
the reference method and then compared with: (i) susceptibility testing by disc diffusion; (ii) MIC determination
by Etest; and (iii) MIC estimation by the Vitek 2 automated system.
Results: A total of 762 Enterobacteriaceaewere analysed comprising 658 (86.4%) Escherichia coli and 37 (4.9%)
ESBL-producing isolates. Susceptibility rate assessed by AD was 99.6% according to the 8mg/L clinical break-
point and was significantly lower against the ESBL-producing isolates than the non-ESBL-producing isolates
(94.6% versus 99.9%, P,0.01). The MIC50 and MIC90 for the total set were 3 and 6mg/L, respectively. According
to the 8mg/L clinical breakpoint, the major error rate was ,1% for disc diffusion and Etest, and significantly
higher for Vitek 2 (4.3%, P,0.01), but still low. No verymajor error was noticed.
Conclusions: Temocillin showed a high level of activity against Enterobacteriaceae from community-acquired
UTI and good to excellent reliability of routinemethods for susceptibility testing in such a setting.
Introduction
Temocillin (6-a-methoxy derivative of ticarcillin) is an old ‘revived’
antibiotic from the penicillin family currently available in several
European countries (Belgium, France, Luxembourg and the UK)
that has very attractive characteristics: narrow spectrum mainly
restricted to Enterobacteriaceae, high resistance to hydrolysis by
numerous b-lactamases including ESBL and hyperproduced
AmpC, and minimal risk of Clostridium difficile infection. Thus, it
may act as an alternative to carbapenems for the treatment of
serious Enterobacteriaceae infections such as systemic urinary
tract infections (UTIs).1
As for other forgotten antibiotics, some microbiological data
are, however, scarce. Studies are still in progress to better define
the clinical breakpoints of temocillin, while Enterobacteriaceae
are currently categorized susceptible for MIC values !8, !16 or
!32mg/L depending on the country (Table 1).1 If the in vitro activ-
ity of temocillin against ESBL-producing isolates has largely been
described,2–4 data are paradoxically lacking for non-ESBL-
producing isolates still commonly encountered in community-
acquiredUTIs.
Moreover, the performance of the three commercial methods
commonly used to determine susceptibility (disc diffusion, Etest
and the Vitek 2 automated instrument system) are not well
described for the temocillin/Enterobacteriaceae pairs. Two previ-
ous studies concerning temocillin have reported marked discrep-
ancies (up to 36%) between routine tests and a reference
method,5,6 but these studieswere biased byanoverrepresentation
of strains fromhealthcare-associated infections.
In this context, we aimed to precisely determine the MIC of
temocillin for a large set of Enterobacteriaceae strains reflecting
the current epidemiology of community-acquired UTIs and to
VC The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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assess the accuracy of disc diffusion, Etest and the Vitek 2 auto-
mated instrument system.
Materials and methods
Bacterial set
Enterobacteriaceae isolates causing community-acquired UTIs were pro-
spectively collected from September 2015 to January 2017 in two French
centres—a private practice laboratory (analysing!4000 urine samples per
year) and a teaching hospital—as part of an ongoing epidemiological study
on community-acquired UTIs. Identification to the species level was per-
formed routinely using either Vitek 2 or MALDI-TOF technology. Reliable
clinical data were prospectively collected for patients by a dedicated staff,
to ensure that no strain was hospital acquired or healthcare related.
Duplicate specimens defined as the same species from the same patient
within 3months from the first positive culture were excluded. Escherichia
coli ATCC 25922was used as the reference strain for quality control in each
series.
Ethics
Participating patients received an information letter and provided written
informed consent. This study was approved by the Medical Research Ethics
Committee of the Rouen University Hospital (ClinicalTrials.gov identifier:
NCT02292160).
Susceptibility testing
Each strain was first tested against first-line antibiotics by disc diffusion or
the automated system, according to French national recommendations
(CA-SFM 2016 guidelines, www.sfm-microbiologie.org/). ESBL production
was screened for by using the double-disc synergy test.7 ESBLs were geno-
typically characterizedby PCR for bla genes of the CTX-M, SHVandTEM fam-
ilies as previously described.8,9
Temocillin susceptibility testing and definition
For each strain, temocillin MIC was determined by agar dilution (AD) as the
reference method;10 analysis was performed according to CLSI guidelines
with temocillin final concentrations of 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 32, 48, 64, 96
or 128mg/L. These reference MIC values were then compared with: (i) sus-
ceptibility testing by disc diffusion using discs containing 30lg of temocillin
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) according to CA-SFM 2016 guide-
lines; (ii) MIC determination by Etest (bioMe´rieux, Marcy-l’E´toile, France) ac-
cording to the manufacturer’s recommendations; and (iii) MIC estimation
by the AST-N236 card of the Vitek 2 automated system (bioMe´rieux) ac-
cording to themanufacturer’s recommendations. Mueller–Hinton agar was
usedas themedium for AD, disc diffusion and Etest.
Susceptibility categorization was determined according to the different
clinical breakpoints in use in Europe: susceptible if MIC"8, 16 or"32mg/L,
corresponding to inhibition diameters for disc diffusion of #20, #15 or
#12mm, respectively.11,12
Discrepancies in susceptibility categorization were classified as follows:
a major error when the referencemethod showed a susceptible result and
the commercial method showed a resistant result; or a very major error
when the referencemethod classified an isolate as resistant and the com-
mercial method classified it as susceptible. As the AST-N236 Vitek 2 card
provided an MIC range only from "4 to .16mg/L, discrepancies of this
methodwere evaluable only for the 8 and16mg/L clinical breakpoints.
Statistics
Continuous variables are expressed as mean+ SD. Rates of discrepancies
in susceptibility categorization were compared between methods using
Fisher’s exact test. A P value ,0.05 was considered to be significant.
Statistical analyseswere performed using R software (www.R-project.org/).
Results
Bacterial strains
A total of 762 Enterobacteriaceae (corresponding to 628 patients)
were analysed comprising 658 (86.4%) E. coli, 42 (5.5%) Klebsiella
spp., 25 (3.3%) Proteus mirabilis, 12 (1.6%) Citrobacter koseri,
12 (1.6%) Enterobacter spp. and 13 (1.7%) miscellaneous species.
Thirty-seven (4.9%) isolates were ESBL producers including 30
(81.1%) CTX-M enzymes, 1 (2.7%) SHV enzyme and 3 (8.1%) TEM
enzymes. Five isolateswere AmpC-hyperproducing strains.
Temocillin susceptibility
Table 2 shows the susceptibility rate determined by AD and by the
three routine tests according to the different clinical breakpoints.
Susceptibility rates assessed by AD were 99.6%, 100% and 100%
for the 8, 16 and 32mg/L clinical breakpoints, respectively.
Very similar rates were observed by disc diffusion and Etest, while
Vitek 2 showed a significantly lower susceptibility rate of the E. coli
isolates using a clinical breakpoint of 8mg/L (94.7% versus 99.7%,
P,0.01).
Table 3 shows the distribution of MIC values assessed by AD ac-
cording to bacterial characteristics. A large proportion of E. coli iso-
lates had very low MIC values (26.9% of strains with MIC"2mg/L
and 35.9%withMIC of 3mg/L). This proportionwas evenmore im-
portant for other Enterobacteriaceae (69.2% of strains with
MIC "2mg/L and 14.4% with MIC of 3mg/L). Temocillin activity
was significantly lower against the ESBL-producing strains. By AD,
the susceptibility rate according to the 8mg/L clinical breakpoint
was 94.6% for the 37 ESBL-producing strains compared with
99.9% for the 725 non-ESBL-producing isolates (P,0.01).
Only 3 of 762 isolates were categorized as resistant according
to AD using the 8mg/L clinical breakpoint: one non-ESBL-
producing C. koseri isolate with a temocillin MIC value of 16mg/L,
one ESBL-producing E. coli isolate with a temocillin MIC value of
12mg/L and one ESBL-producing Enterobacter cloacae isolatewith
a temocillinMIC value of 16mg/L.
Table 1. Clinical breakpoints of temocillin currently in use in different
countries where this antibiotic is available
Country
MIC (mg/L)
susceptible resistant
Belgiuma "16 #32
Franceb "8 .8
UK, systemic infectionc "8 .8
UK, uncomplicated UTIc "32 .32
aSee Fuchs et al.11
bSee Comite´ de l’Antibiogramme de la Socie´te´ Franc¸aise de
Microbiologie.13
cSee BSAC.12
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Accuracy of temocillin susceptibility testing
Table 4 shows the rate of misclassification in the 762 isolates by
the three routine tests comparedwith AD as the reference. No very
major error was noticed for the total of the 6858 comparisons.
According to the 8mg/L clinical breakpoint, the rate of major error
was significantly higher for Vitek 2 compared with disc diffusion
and Etest (P,0.01). All the 33 isolates misclassified by Vitek 2 ac-
cording to the 8mg/L clinical breakpoint (presented in Table S1,
available as Supplementary data at JAC Online) were E. coli,
among which only three strains were ESBL-producing isolates.
While the temocillin MIC was estimated at 16mg/L by Vitek 2 for
all these 33 isolates, the MIC values varies from 2 to 8mg/L by AD
(mean: 6mg/L). Only three of the strains misclassified by Vitek 2
were alsomisclassified by disc diffusion or Etest.
Precise comparison of MIC values could be achieved only be-
tween AD and Etest. As shown in Figure 1 an overall very high cor-
relation was observed with a Pearson’s r"0.80 (P,0.001), and
very low differences between tests: absolute delta !2mg/L for
95% of the isolates (mean"0.86+0.04mg/L). Among the five iso-
lates misclassified as resistant by Etest using the 8mg/L clinical
breakpoint, four were E. coli (of which one was an ESBL-producing
isolate) andonewas Serratiamarcescens; EtestMICswere evaluated
at 12mg/L for these five strains, whereas AD MICs were measured
at 8mg/L for four of themandat 6mg/L for the other one.
Discussion
The two major results of this study performed on a large set of
Enterobacteriaceae strains from community-acquired UTI were:
Table 2. Temocillin susceptibility rate of 762 Enterobacteriaceae isolates from community-acquired UTIs by four methods according to the three clin-
ical breakpoints currently in use
Bacterial species
Susceptibility rate (%) at clinical breakpoint of:
8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L
AD disc Etest Vitek 2 AD disc Etest Vitek 2 AD disc Etest Vitek 2
All (n"762) 99.6 98.9 98.9 95.3a 100 100 98.9 99.7 100 100 100 NE
E. coli (n"658) 99.7 99.1 99.1 94.7a 100 100 99.1 99.8 100 100 100 NE
Other Enterobacteriaceae (n"104) 99.0 98.1 98.1 99.0 100 100 98.1 99.0 100 100 100 NE
NE, not evaluable.
a
P,0.01 versus AD, disc and Etest (two-by-two comparisons).
Table 3. Distribution of temocillin MIC assessed by AD according to bacterial characteristics
Number (%) isolates with temocillin MIC (mg/L) of:
!2 3 4 6 8 12 16 24 "32
All isolates (n"762) 249 (32.7) 251 (32.9) 133 (17.5) 98 (12.9) 28 (3.7) 1 (0.1) 2 (0.3) _ _
E. coli (n"658) 177 (26.9) 236 (35.9) 125 (19.0) 93 (14.1) 25 (3.8) 1 (0.2) 1 (0.2) _ _
Other Enterobacteriaceae (n"104) 72 (69.2) 15 (14.4) 8 (7.7) 5 (4.8) 3 (2.9) _ 1 (1.0) _ _
ESBL-producing isolates (n"37) 5 (13.5) 8 (21.6) 11 (29.7) 9 (24.3) 2 (5.4) 1 (2.7) 1 (2.7) _ _
Light grey shading, MIC50; dark grey shading MIC90.
Table 4. Rate of error in temocillin susceptibility categorization of 762 Enterobacteriaceae urinary isolates by three routine tests in comparison with
the ADmethod as the reference method
Routine test
Major error (%) at clinical breakpoint of: Very major error (%) at clinical breakpoint of:
8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L 8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L
Disc diffusion 0.7 0 0 0 0 0
Etest 0.7 0.1 0 0 0 0
Vitek 2 4.3a 0.3 NE 0 0 NE
NE, not evaluable.
a
P,0.01 versus disc diffusion and Etest.
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(i) the high level of temocillin activity; and (ii) the good to excellent
accuracy of the threemethods routinely available for the suscepti-
bility testing of this antibiotic.
The temocillin MIC calculated by the reference method
was very low for most Enterobacteriaceae, far below the most
stringent critical concentration currently applied in some countries,
e.g. France, i.e. 8mg/L.13 It is noteworthy that the MIC50 andMIC90
observed here for the total set (3 and 6mg/L) were in accordance
with historical studies carried out more than 30years ago14–17 be-
fore the abandonment of the development of this antibiotic. Since
resistance of Enterobacteriaceae to most other b-lactam antibi-
otics has markedly increased during the three last decades, this
confirms that temocillin resists hydrolysis by b-lactamases widely
produced by community Enterobacteriaceae18–20 and suggests
there is no co-selection by mechanisms such as cross-resistance,
co-resistance or pleiotropic resistance.21 Nevertheless, two recent
studies carried out in the Asia Pacific region and studying both
community-acquired and healthcare-associated UTIs found lower
temocillin susceptibility rates than our study (89%–93% according
to the 8mg/L clinical breakpoint)22,23 suggesting that our conclu-
sion should be retained only for the community setting.
ESBL-producing strains were significantly less susceptible than
non-ESBL-producing isolates as found in other work.23,24 In the lit-
erature, temocillin susceptibility rates (according to the 8mg/L
clinical breakpoint) of ESBL-producing Enterobacteriaceae vary
from 61% to 93%.2–4,24–27 Such discrepancies suggest that other
resistance mechanisms (such as altered outer membrane perme-
ability)might be responsible for temocillin resistance.28,29
The second major result is the very good to excellent accuracy
of routine susceptibility testingmethods for temocillin. Indeed, the
concordance scoreswith the referencemethodwere exceptionally
high (i.e..98%) for disc diffusion and Etest, and still good
(i.e..94%) for Vitek 2. As Vitek 2 is widely used in many laborato-
ries such discrepancies may have clinical impact. Moreover, 30 out
of the 33 (91%) isolates misclassified as resistant by Vitek 2 were
correctly reported as susceptible by the two other routine meth-
ods, as previously reported for another automated system
(PhoenixV
R
).6 This finding suggests that disc diffusion or Etest
should be run to analyse temocillin susceptibility in resistant iso-
lates assessed by the Vitek 2method.
The overall very good accuracy of routine susceptibility testing
methods for temocillin observed in this work might be related to
the low proportion (4.9%) of ESBL-producing isolates. This differs
from two former studies inwhich the proportion of ESBL-producing
isolates was much higher.5,6 Indeed, Rodriguez-Villalobos et al.5
evaluated the reliability of four commercial methods for a collec-
tion of 153 E. coli strains, 58% of which were ESBL-producing
strains. According to the 8mg/L clinical breakpoint, total discrep-
ancy rates for Etest and Vitek 2 AST-N045/N046 cards were 15%
and 14%, respectively.5 Similarly, Patel et al.,6 who assessed
the accuracy of Etest and the Phoenix automated system for
281 Enterobacteriaceae, 10% of which were ESBL-producing
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Figure 1. Distribution of difference between temocillin MIC assessed by Etest and AD. For each strain, the difference (D) between temocillin MICs
measured by Etest (MICEtest) and AD (MICAD) was calculated as follows: D"MICEtest#MICAD. A positive value indicates that the temocillin MICEtest
was above the temocillin MICAD and a negative value indicates that the temocillin MICEtest was below the temocillin MICAD.
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strains, found that the total discrepancy rate was 4% for Etest and
34% for the PhoenixV
R
card (according to the 8mg/L clinical
breakpoint).6
Interestingly, in our work, a vast majority (83%) of community-
acquired UTI-causing strains were highly susceptible to temocillin
(temocillin MIC!4mg/L) with an MIC far below the lowest clinical
breakpoint (i.e. 8mg/L). This finding indicates that despite issues
concerning clinical breakpoints and therapeutic regimen (i.e. 4 or
6g per day),30 temocillin may be safely used to treat community-
acquired UTIs with 4g per day as 2g every 12h would provide a
sufficient T0–24.MIC of the free drug concentration in 96% of our
isolates.31 This is consistent with a retrospective study involving
patients infected by Enterobacteriaceae that found a clinical cure
rate of 97%with 2g of temocillin every 12h.32
A potential limitation of this study is the relatively low rate of
ESBL-producing Enterobacteriaceae and the rarity of temocillin-
resistant strains, which may underestimate categorization errors,
especially very major errors. Nonetheless, the rate of ESBL-
producing strains was in accordance with those reported in other
recent works studying strains isolated from community-acquired
UTIs in northern Europe and North America.33,34 Therefore, the
currentwork reflects temocillin susceptibility testing performances
in daily practice in areas sharing similar epidemiology in terms of
community-acquired ESBL-producing Enterobacteriaceae.
In conclusion, temocillin showed a high level of activity against
Enterobacteriaceae from community-acquired UTIs and good to
excellent reliability of routine methods for susceptibility testing in
such a setting. Taken together, our results suggest that temocillin
could be proposed as a first-line treatment of febrile community-
acquired UTIs and as a carbapenem-sparing agent whenever
ESBL-producing strains are suspected or confirmed.
Funding
The epidemiological study on community-acquired UTIs (ClinicalTrials.gov
identifier NCT02292160) was funded by a grant from the French Ministry
of Health.
Etests were provided without charge by Eumedica and AST-N236
cards were provided without charge by bioMe´rieux.
Transparency declarations
K. A. and M. E. each received a travel grant from Eumedica. All other au-
thors: none to declare.
Supplementary data
Table S1 is available as Supplementary data at JAC Online.
References
1 AlexandreK, Fantin B. Pharmacokinetics andpharmacodynamics of temo-
cillin. Clin Pharmacokinet2018;57: 287–96.
2 Zykov IN, Sundsfjord A, Sma˚brekke L et al. The antimicrobial activity ofme-
cillinam, nitrofurantoin, temocillin and fosfomycin and comparative analysis
of resistance patterns in a nationwide collection of ESBL-producing
Escherichia coli inNorway2010-2011. Infect Dis (Lond)2016;48: 99–107.
3 Ta¨rnberg M, Ostholm-Balkhed A, Monstein H-J et al. In vitro activity of
b-lactam antibiotics against CTX-M-producing Escherichia coli. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis2011;30: 981–7.
4 Livermore DM, Hope R, Fagan EJ et al. Activity of temocillin against preva-
lent ESBL- and AmpC-producing Enterobacteriaceae from south-east
England. J Antimicrob Chemother2006;57: 1012–4.
5 Rodriguez-Villalobos H, Cardentey-Reyes A, Thiroux C et al. Comparison of
four commercial methods for determining temocillin susceptibility of
Escherichia coli. J Antimicrob Chemother2009;63: 832–4.
6 Patel TA, Dilley R, Williams A et al. Comparison of the Phoenix automated
system, the Etest method and broth microdilution in determining temocillin
susceptibility of Enterobacteriaceae. J Antimicrob Chemother 2013; 68:
1685–6.
7 Jarlier V, Nicolas MH, Fournier G et al. Extended broad-spectrum b-lacta-
mases conferring transferable resistance to newer b-lactam agents in
Enterobacteriaceae: hospital prevalence and susceptibility patterns. Rev
Infect Dis1988;10: 867–78.
8 Garrec H, Drieux-Rouzet L, Golmard J-L et al. Comparison of nine pheno-
typic methods for detection of extended-spectrum b-lactamase production
by Enterobacteriaceae. J ClinMicrobiol2011;49: 1048–57.
9 Verdet C, Benzerara Y, Gautier V et al. Emergence of DHA-1-producing
Klebsiella spp. in the Parisian region: genetic organization of the ampC and
ampR genes originating from Morganella morganii. Antimicrob Agents
Chemother2006;50: 607–17.
10 Clinical and Laboratory Standards Institute. Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically—Tenth
Edition: Approved StandardM7-A10. CLSI,Wayne, PA, USA, 2015.
11 Fuchs PC, Barry AL, Jones RN et al. Temocillin: in vitro activity against 734
selected clinical isolates, including b-lactamase-producing strains. Diagn
Microbiol Infect Dis1984;2: 55–63.
12 BSAC. BSAC Clinical Breakpoints. 2015. http://www.bsac.org.uk/wp-con
tent/uploads/2012/02/BSAC-Susceptibility-testing-version-143.pdf.
13 Comite´ de l’Antibiogramme de la Socie´te´ Franc¸aise de Microbiologie.
Tableaux des concentrations critiques pour l’interpre´tation des CMI et des dia-
me`tres des zones d’inhibition. 2017; 33–43.
14 Slocombe B, Basker MJ, Bentley PH et al. BRL 17421, a novel b-lactam
antibiotic, highly resistant to b-lactamases, giving high and prolonged serum
levels in humans.AntimicrobAgents Chemother1981;20: 38–46.
15 Malottke R, Potel J. Antibacterial activity of temocillin. Drugs 1985; 29
Suppl 5: 67–73.
16 Martinez-Beltran J, Loza E, Gomez-Alferez A et al. Temocillin. In vitro ac-
tivity comparedwith other antibiotics.Drugs1985;29 Suppl 5: 91–7.
17 Bauernfeind A. Bacteriostatic and bactericidal activity of penicillins at
constant and variable concentrations.Drugs1985;29 Suppl 5: 9–14.
18 Ortega A, Oteo J, Aranzamendi-Zaldumbide M et al. Spanishmulticenter
study of the epidemiology andmechanisms of amoxicillin-clavulanate resist-
ance in Escherichia coli.AntimicrobAgents Chemother2012;56: 3576–81.
19 Bailey JK, Pinyon JL, AnanthamS et al. Distribution of the blaTEM gene and
blaTEM-containing transposons in commensal Escherichia coli. J Antimicrob
Chemother2011;66: 745–51.
20 Bush K. Extended-spectrum b-lactamases in North America, 1987–2006.
ClinMicrobiol Infect2008;14: 134–43.
21 Canto´n R, Ruiz-Garbajosa P. Co-resistance: anopportunity for the bacteria
and resistance genes. Curr Opin Pharmacol2011;11: 477–85.
22 Ip M, Lai CK, Fung KSC et al. Activity of temocillin and 15 other agents,
including fosfomycin and colistin, against Enterobacteriaceae in Hong Kong.
Eur J ClinMicrobiol Infect Dis2017;36: 2491–4.
23 Seo M-R, Kim S-J, Kim Y et al. Susceptibility of Escherichia coli from
community-acquired urinary tract infection to fosfomycin, nitrofurantoin,
and temocillin in Korea. J KoreanMed Sci2014;29: 1178–81.
Temocillin activity against community-acquired Enterobacteriaceae JAC
5 of 6
Downloaded from https://academic.oup.com/jac/advance-article-abstract/doi/10.1093/jac/dky101/4964016
by INSERM user
on 12 April 2018
Données expérimentales 
 - 43 - 
24 Glupczynski Y, Huang T-D, Berhin C et al. In vitro activity of temocillin
against prevalent extended-spectrum b-lactamases producing
Enterobacteriaceae from Belgian intensive care units. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis2007;26: 777–83.
25 Mischnik A, Baumert P, Hamprecht A et al. Susceptibility to penicillin de-
rivatives among third-generation cephalosporin-resistant Enterobacteria-
ceae recovered on hospital admission. Diagn Microbiol Infect Dis 2017; 87:
71–3.
26 Fournier D, Chirouze C, Leroy J et al. Alternatives to carbapenems in ESBL-
producing Escherichia coli infections.MedMal Infect2013;43: 62–6.
27 Rodriguez-Villalobos H, Malaviolle V, Frankard J et al. In vitro activity of
temocillin against extended spectrum b-lactamase-producing Escherichia
coli. J Antimicrob Chemother2006;57: 771–4.
28 Mutters NT, Zimmermann S, Kaase M et al. Activity of temocillin, mecilli-
nam, ceftazidime, and ceftazidime/avibactam against carbapenem-non-
susceptible Enterobacteriaceae without carbapenemase production. Eur J
ClinMicrobiol Infect Dis2015;34: 2429–37.
29 Livermore DM, Warner M, Mushtaq S et al. What remains against
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae? Evaluation of chloramphenicol,
ciprofloxacin, colistin, fosfomycin, minocycline, nitrofurantoin, temocillin and
tigecycline. Int J AntimicrobAgents2011;37: 415–9.
30 Laterre P-F,Wittebole X, Van de Velde S et al. Temocillin (6 g daily) in crit-
ically ill patients: continuous infusion versus three times daily administration.
J Antimicrob Chemother2015;70: 891–8.
31 De JonghR, Hens R, BasmaV et al. Continuous versus intermittent infusion
of temocillin, a directed spectrum penicillin for intensive care patients with
nosocomial pneumonia: stability, compatibility, population pharmacokinetic
studies andbreakpoint selection. J Antimicrob Chemother2008;61: 382–8.
32 Balakrishnan I, Awad-El-Kariem FM, Aali A et al. Temocillin use in
England: clinical and microbiological efficacies in infections caused by
extended-spectrum and/or derepressed AmpC b-lactamase-producing
Enterobacteriaceae. J Antimicrob Chemother2011;66: 2628–31.
33 Morrill HJ, Morton JB, Caffrey AR et al. Antimicrobial resistance of
Escherichia coli urinary isolates in the Veterans Affairs health care system.
AntimicrobAgents Chemother2017;61: e02236-16.
34 Rossignol L, Vaux S, Maugat S et al. Incidence of urinary tract infections
and antibiotic resistance in the outpatient setting: a cross-sectional study.
Infection2017;45: 33–40.
Alexandre et al.
6 of 6
Downloaded from https://academic.oup.com/jac/advance-article-abstract/doi/10.1093/jac/dky101/4964016
by INSERM user
on 12 April 2018
Données expérimentales 
 - 44 - 
Supplementary data 
  
Table S1. Results of temocillin susceptibility tests according to methods for the 33 E. 
coli isolates misclassified by Vitek 2 method 
Strain number ESBL production 
Disk-diffusion 
inhibition 
zone (mm) 
Temocillin MIC (mg/L) 
AD Etest Vitek 2 
1013 - 21 6 8 16 
1030 - 24 4 6 16 
1154 - 22 8 8 16 
1155 - 23 6 6 16 
1233 - 22 4 6 16 
1239 - 22 6 6 16 
1282 - 24 4 4 16 
1305 - 21 6 8 16 
2008 + 22 6 8 16 
2019 - 22 8 6 16 
2070 - 21 6 8 16 
2133 - 23 6 6 16 
2220 + 23 6 6 16 
2223 - 23 6 6 16 
2310 - 21 6 8 16 
2324 - 23 6 6 16 
2350 - 25 2 4 16 
2368 - 22 8 8 16 
2379 - 25 3 4 16 
2390 - 21 8 8 16 
2448 - 22 6 6 16 
2457 - 18 8 12 16 
2471 - 26 3 3 16 
2477 - 22 6 6 16 
2545 - 20 8 8 16 
2560 - 22 6 8 16 
2613 - 21 8 8 16 
2625 - 20 6 8 16 
2626 - 23 8 6 16 
2677 + 21 6 8 16 
2725 - 20 8 12 16 
2776 - 23 6 8 16 
2827 - 19 6 12 16 
AD: agar dilution 
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2. Discussion – conclusion de l’article 2 
2.1  Discussion 
Ce travail original présenté dans l’article 2 présente trois forces méthodologiques : l’inclusion 
d’un nombre élevé de souches responsables d’infection urinaire communautaire (762 
entérobactérales dont 658 E. coli), une analyse fine des CMI au-delà de la gamme de raison 2 
habituelle permettant de ce fait de bien mieux cerner CMI50 et CMI90, et la confrontation des 
trois méthodes utilisées en routine (disque, automate et gradient) comparativement à une 
technique de référence. Des résultats, il peut être tiré deux enseignements majeurs : un taux de 
sensibilité élevé à la témocilline des entérobactérales actuellement circulant en France et une 
grande fiabilité des méthodes phénotypiques d’estimation de la sensibilité dans ce contexte. 
Ces éléments méritent d’être discutés au regard de données récentes de la littérature, pas toutes 
concordantes, et des nouvelles définitions de l’EUCAST (3), ceci étant abordé sous l’angle de 
la ZIT et l’ECOFF pour lesquels l’instance européenne ne s’est pas à ce jour positionnée pour 
la paire entérobactérale-témocilline. 
2.1.1 Faut-il retenir une zone d’incertitude technique ? 
En première analyse le très faible taux d’erreur des méthodes phénotypiques (méthode des 
disques, Etest, automate VITEK2) observé dans notre travail ne justifie pas une ZIT (figure 7). 
Cependant nos données favorables doivent être pondérées par la faible proportion d’E-BLSE 
(4,9%) dans notre série (32). De fait, des travaux antérieurs comportant une plus grande 
proportion de E-BLSE (10-58%) avaient retrouvé des taux d’erreur plus importants : de 4% - 
15% pour l’Etest par exemple (33,34). Néanmoins d’autres facteurs que la prévalence d’E-
BLSE peuvent influencer la fiabilité d’une méthode phénotypique (notamment la méthode des 
disques) telle la qualité des disques, le milieu utilisé, la préparation de l’inoculum, et 
l’expérimentateur (35). 
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Figure 7 : Corrélation entre diamètre d’inhibition de la témocilline (30µg, Bio-Rad) et CMI 
mesurée par dilution en milieu gélosé 
Ligne pointillée : diamètre critique défini par le CA-SFM. D’après Alexandre et al. (32) 
 
Sur ce sujet, la fiabilité de la méthode des disques provenant de deux fournisseurs différents 
(BioRad et I2a) a été très récemment étudiée (36). Dans ce travail, les 11 laboratoires français 
participants devaient inclure au moins 50 isolats d’entérobactérales dont au moins 60% 
présentant une résistance phénotypique aux céphalosporines de 3ème génération (E-C3GR). La 
méthode de référence utilisée était le Etest, ce qui peut être discuté. Au total, 888 isolats (dont 
61% E-C3GR et 42% E-BLSE) ont été inclus. Le taux total d’erreur était de 10,6% comprenant 
7,6% d’erreurs majeures et 2,9% d’erreurs très majeures. De façon intéressante, deux tiers des 
erreurs étaient constatées pour des diamètres d’inhibition compris dans l’intervalle [18 – 
21 mm] et 56% impliquaient les E-BLSE. De plus, le taux d’erreur était significativement plus 
faible lors de l’utilisation des disques du fournisseur Bio-Rad plutôt que de ceux de I2a (8,6% 
contre 16%). Enfin comme dans d’autres travaux (37,38), il a été constaté des micro-colonies 
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au sein du diamètre d’inhibition qui se sont révélées être sensibles (selon la concentration 
critique de 8 mg/L et par Etest). Ces micro-colonies ajoutent de la complexité et peuvent être 
une source d’erreur dans l’évaluation phénotypique de la sensibilité de la témocilline.  
Au total, l’évaluation de la sensibilité d’un antibiotique est une science inexacte du fait de 
variations biologiques (vitesse de croissance de la bactérie, expression de gènes impliqués dans 
la résistance) et techniques (densité bactérienne de l’inoculum, préparation et conservation des 
milieux de culture, stabilité de la température des incubateurs) (39). Au regard de notre travail 
et de la littérature, il peut être conclu (i) que l’évaluation par la méthode des disques est fiable 
mais avec des inégalités entre les fournisseurs (les disques Bio-Rad semblent à privilégier), 
(ii) que la majorité des erreurs de catégorisation implique (à la concentration critique de 8 mg/L) 
des E-BLSE avec des diamètres d’inhibition compris entre 18 et 21 mm, et enfin (iii) que 
l’estimation de la CMI par Etest est fiable. Aussi, il pourrait être proposé, si la concentration 
critique de la témocilline devait être maintenue à 8 mg/L, une ZIT pour des diamètres 
d’inhibition compris dans l’intervalle [18 – 21 mm]. Une évaluation de la CMI par Etest serait 
alors recommandée pour les isolats concernés. 
2.1.2 Quel ECOFF proposer ? 
Comme détaillé supra dans la revue bibliographique, l’ECOFF est défini comme la plus haute 
CMI d’un anti-infectieux vis-à-vis d’une population d’isolats bactériens dépourvus de 
mécanisme de résistance phénotypiquement détectable vis-à-vis de l’antibiotique étudié. Or 
pour la témocilline si les mécanismes de résistance sont aisément détectables (comme le 
démontrent les valeurs élevées de CMI50 et CMI90) au sein des espèces bactériennes présentant 
une résistance naturelle telles que les cocci à Gram positif (affinité moindre pour les PLP, 
CMI50 ≥ 256 mg/L, CMI90 ≥ 256 mg/L) et P. aeruginosa (expression de pompe à efflux, 
CMI50 ≥ 256 mg/L, CMI90 ≥ 256 mg/L) (40,41), la situation est bien plus complexe concernant 
les E-BLSE. En effet, la résistance de la témocilline à l’hydrolyse par les ß-lactamases dépend 
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de la nature de celles-ci, étant bien discriminée par la classification de Amber. Ainsi, la 
témocilline est hydrolysée par les métalo-ß-lactamases de la classe B et par les oxacillinases à 
spectre étendu de la classe D (tels les dérivés des OXA-48). De fait, la résistance conférée par 
ces ß-lactamases est aisément détectable par des méthodes phénotypiques. La témocilline fait 
d’ailleurs partie de l’algorithme de détection phénotypique des OXA-48 et de leurs 
dérivées (42). A contrario, le résidu méthoxy de la témocilline entraine en principe une 
résistance à l’hydrolyse par les ß-lactamases dites « sérine dépendante » de la classe A telles 
les BLSE, et de la classe C comme les céphalosporinases chromosomiques (43). Cependant 
pour les E-BLSE la résistance de la témocilline à l’hydrolyse semble être partielle, sans pouvoir 
exclure l’association avec d’autres mécanismes de résistance (tels que la mutation de porines 
ou la surexpression de pompes d’efflux). En effet, dans la littérature le taux de résistance, les 
CMI50 (8 mg/L) et CMI90 (16 mg/L) des E-BLSE sont supérieurs à ceux des isolats non 
producteurs de BLSE (cf. tableau 2, article 1). Or la question de savoir si les E-BLSE font partie 
ou non de la population « sauvage » telle que définie par l’ECOFF est majeure, ce d’autant que 
les E-BLSE sont la cible thérapeutique majoritaire de la témocilline comme souligné dans les 
dernières recommandations françaises (44,45). 
Au regard de ces éléments nous avons repris nos données individuelles pour définir les valeurs 
d’ECOFF, avec deux approches intégrant ou non les E-BLSE parmi les « sauvages » et en 
rendant les résultats d’une part pour E. coli (car la base de données de l’EUCAST fait figurer 
les ECOFF uniquement par genre et non par famille bactérienne) et d’autre part pour l’ensemble 
des entérobactérales à la fois pour aider à intégrer d’autres données de la littérature (cf infra) et 
parce que cela correspond à l’approche thérapeutique des traitements probabilistes : témocilline 
introduite devant une infection suspectée à entérobactérale sur la foi d’une coloration de Gram 
ou encore d’une bandelette positive pour les nitrites, sans connaissance à ce stade de l’espèce 
même si épidémiologiquement E. coli est très dominant. 
Données expérimentales 
 - 49 - 
Ainsi, comme représenté sur la figure 8, l’ECOFF sur l’ensemble de la cohorte pourrait être 
défini à 8 mg/L (figure 8A), sans différence apparente entre les espèces d’entérobactérales (E. 
coli et autres entérobactérales, figure 8B et figure 8C). Par contre, les E-BLSE (même si en 
nombre limité dans notre série) présentent un ECOFF supérieur (16 mg/L, figure 8E) aux 
entérobactérales non BLSE (8 mg/L, figure 8D). 
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Figure 8 : Distribution des CMI de la témocilline vis-à-vis d’entérobactérales en fonction 
des espèces bactériennes et de la production de BLSE 
A : Ensemble de la cohorte, n=762 
 
B : E. coli, n=658 C. Autres entérobactérales, n=104 
  
D : Entérobactérales non BLSE, n=725 E : Entérobactérales BLSE, n=37 
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De plus, il nous a été possible de colliger la distribution des CMI de la témocilline vis-à-vis de 
1596 E-BLSE (dont 77% de E. coli) au total de 7 séries publiées par d’autres équipes (48–54) 
et de notre travail (article 2). Comme représenté sur la figure 10, il en ressort un ECOFF 
«E- BLSE » à 32 mg/L pour la témocilline.  
 
Figure 10 : Distribution des CMI de la témocilline vis-à-vis de 1596 isolats d’E-BLSE 
 
D’après 8 distributions correspondant aux références (48–54) 
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2.2  Conclusion 
Au total, la définition de l’ECOFF de la témocilline vis-à-vis des entérobactérales est complexe 
et encore inconnue à ce jour. Cette valeur extrêmement importante dans le processus de 
définition des concentrations critiques selon la méthode de l’EUCAST peut varier pour la 
témocilline en fonction de l’inclusion ou non dans la population « sauvage » des E-BLSE. 
Comme développé dans la revue bibliographique l’ECOFF représente la valeur minimale de la 
concentration critique (séparant le S du R lorsqu’il n’y a que deux catégories ou le S du I 
lorsqu’il y en a trois). La concentration critique unique à 8 mg/L actuellement retenue par le 
CA-SFM (en l’absence d’harmonisation européenne disponible) correspond donc à l’ECOFF 
des entérobactérales non BLSE. Cette concentration critique à 8 mg/L divise par contre la 
population d’E-BLSE, indication thérapeutique majoritaire de la témocilline. 
Ainsi, l’approche PK/PD, complémentaire de l’approche épidémiologique, apparait comme 
primordiale pour la témocilline afin d’évaluer si les différents schémas posologiques chez 
l’homme permettent d’atteindre des cibles thérapeutiques pour des isolats vis-à-vis desquels la 
CMI de la témocilline est de 16 ou 32 mg/L (ECOFF des E-BLSE). Cette approche a fait l’objet 
de deux études originales publiées (articles 3 et 4) présentées ci-dessous. Ces deux travaux ont 
pour trait commun le recours à un modèle animal pour évaluer la pertinence des trois 
concentrations critiques envisageables (8, 16, et 32 mg/L) en adaptant les schémas 
posologiques. Ils divergent par contre quant au type d’infection traitée (urinaire ou péritonéale) 
et à quant à la nature des souches évaluées (isogéniques avec l’avantage de la comparabilité 
hormis la valeur de CMI ou cliniques à virulence établie chez l’homme) et enfin quant à la 
nature de la multi-résistance (BLSE ou carbapénèmase). 
Ces deux articles seront suivis d’une discussion commune concernant l’évaluation par cette 
approche PK/PD de la concentration critique de la témocilline. 
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3. Article 3 : Temocillin breakpoints in pyelonephritis: 
evaluation in a murine model due to ESBL-producing 
Escherichia coli clinical isolates 
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Background: Due to a spectrum restricted to Enterobacteriaceae and stability against ESBL and AmpC enzymes,
temocillin is of major interest for the treatment of pyelonephritis. But there are still uncertainties about the opti-
mal regimen and clinical breakpoints.
Objectives: To study in amurinemodel of pyelonephritis the activity of temocillin against Escherichia coli isolates
with different MICs in order to evaluate clinical breakpoints.
Methods: Four clinical uropathogenic E. coli isolates with temocillin MICs of 8mg/L (Ec8), 16mg/L (Ec16), 32mg/L
(Ec32) and 64mg/L (Ec64) were evaluated. Antibiotic 24h T.MIC achieved in humanswas reproduced inmice with
either intravenous temocillin (2g q12h or 2g q8h) or intravenous imipenem (1g q8h). Efficacy was assessed by
bacterial count in kidneys.
Results: Compared with controls, temocillin at 2g q12h was highly efficient against Ec8 (#3.32 log10 cfu/g and
negative cultures in 93% of mice; P,0.001); imipenem gave similar results. Temocillin at 2 g q12h also induced
high reduction of bacterial count against Ec16 (#2.92 log10 cfu/g; P,0.001), albeit cultures were negative in only
48% of mice. In contrast, no significant effect was observed in mice infected by Ec32 (#0.01 log10 cfu/g;
P"0.981) or Ec64 (#0.55 log10 cfu/g; P"0.523). Even temocillin at 2 g q8h failed to control Ec32 infection
(#1.55 log10 cfu/g; P"0.197).
Conclusions: This model suggests a clinical breakpoint up to 16mg/L for non-severe pyelonephritis treated with
temocillin at 2 g q12h, a value consistent with the few previous available data.
Introduction
Urinary tract infections (UTIs) are themost common human infec-
tions due to ESBL-producing Escherichia coli. Temocillin has
emerged as an attractive carbapenem-sparing option because of
a spectrum mainly restricted to Enterobacteriaceae, a stability
against numerous b-lactamases, including ESBL and AmpC
enzymes, andminimal risk of Clostridiumdifficile infection.1
Debate is, however, still ongoing about the optimal temocillin
therapeutic schedule. Current recommended regimens are 2g
q12h or 2g q8h depending on infection severity and strain
susceptibility.1,2
As a consequence, there is still no international consensus
regarding temocillin breakpoints, with three different values for
susceptible isolates, i.e. MIC!8,!16 and!32mg/L, depending on
the country.3–5
Two previous animal studies have suggested that a humanized
temocillin regimen of 2g q12h retains activity against E. coli strains
with MICs up to 16mg/L.6,7 Both studies used genetically modified
bacteria. One study used a unique isolate with a temocillin MIC of
8mg/L, the results being derived from pharmacokinetic calcula-
tions. The other study was not conducted in UTI, hence antibiotic
concentrations at the site of infection might differ notably.
Therefore, we aimed to further study in a murine model of pyelo-
nephritis the in vivo activity of temocillin against different ESBL-
producing E. coli clinical isolates, in order to contribute to better
definition of clinical breakpoints for systemic UTI.
Materials and methods
Bacterial strains
Four clinical uropathogenic E. coli isolates belonging to phylogroup B2 (i.e.
the most urovirulent phylogroup)8 were selected. All produced the most
common ESBL currently encountered (i.e. CTX-M-15)9 with a minimal
fitness cost estimated by a maximum growth rate (MGR) "1.4h#1 (calcu-
lated as previously described).10 Their temocillin MICs (determined by the
VC The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
For permissions, please email: journals.permissions@oup.com.
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CLSI-approved broth microdilution method in triplicate) were 8, 16, 32 and
64mg/L. They were named Ec8, Ec16, Ec32 and Ec64, respectively, accord-
ing to their temocillinMIC.
Murine model of pyelonephritis
Experiments were approved by the national ethics committees (agreement
number 05214.02). All invasive procedures were performed under anaesthe-
sia. Animalswere housed in regulation cages (five animals per cage)with free
access to food andwater. Pyelonephritis was induced in 214 immunocompe-
tent female CBAmice (8weeks old, weight 20–23g) as previously described,
with several modifications.11 Briefly, at day (D) 3 post-inoculation (PI) urine
samples were collected to screen uninfected animals. D3-PI urine culture
was performed to predict positive kidney culture at D4-PI in 28 mice, for
which sensitivity and specificity were 86% and 79%, respectively. For each
strain, mice with positive D3-PI urine culture were randomly assigned as fol-
lows:!7were sacrificed at D4-PI (start of treatment),!7were left untreated
and sacrificed at D6-PI (controls), and !15 were treated for 24h starting at
D4-PIwith temocillin (200mg/kg q2h or q6h) or (only for Ec8) with imipenem
(100mg/kgq2h).
The pharmacokinetic/pharmacodynamic parameter the most pre-
dictive of efficacy for temocillin and imipenem is free-drug T.MIC
(fT.MIC). Hence, fT.MIC values reproduced in mice were those obtained
in humans (Table 1). Since pharmacokinetic parameters of temocillin
differ between humans (Cmax"147mg/L, t1=2"4.3 h and protein bind-
ing"76% after 2 g intravenously)12 and mice (Cmax"199mg/L,
t1=2"0.5 h and protein binding"16% after 200mg subcutaneously),
6
therapeutic regimens were subsequently adapted in mice. Due to eth-
ical concerns (no more than 12 injections per animal) the human regi-
mens of 2 g q8h against Ec8 and Ec16 were not reproduced in mice. To
avoid a carry-over effect, treated mice were sacrificed 24 h after the
last dose of antibiotic. Kidneys were aseptically removed and homo-
genized in 1mL of saline. Dilutions of the solution were spread onto LB
agar plates without antibiotic or with temocillin (to detect mutants re-
sistant to 4-fold MIC) and incubated for 72 h. The detection threshold
was 1 log10 cfu/mL. Results are the median (IQR) for continuous varia-
bles. The statistical tests realized with R software (www.r-project.org/)
were Mood’s test for MGR values, Mann–Whitney or Kruskal–Wallis tests for
continuous variables and Fisher’s exact test for the proportion of sterile kid-
neys. A P value,0.05was considered to be significant.
Results
The MIC of imipenemwas 0.125mg/L for the four studied isolates.
The MGRs were 1.99, 1.58, 1.87 and 1.89h#1 for Ec8, Ec16, Ec32
and Ec64, respectively. The MGR was lower for Ec16 than for Ec64
(P,0.001). Median bacterial counts in kidneys in untreated ani-
mals were "5 log10 cfu/g and were stable from D4-PI to D6-PI
whatever the strain used (data not shown). No important adverse
eventwas notedduring the experimental procedure.
Table 1 shows the bacterial count reduction and the sterilization
rate in kidneys for each strain, according to the antibiotic regimen,
the fT.MIC achieved in mice and the corresponding parameters in
humans. Compared with controls, simulating temocillin at 2g q12h
in humans produced a bacterial reduction !2.9 log10 cfu/g after
24h in kidneys ofmice infected by Ec8 and Ec16, whereas no differ-
ence was observed in mice infected by Ec32 and Ec64 (Figure 1).
Significant differences in the sterility rate of kidneys and in bacterial
count reduction were noted between Ec8 and the three other iso-
lates (P,0.05), but not in other comparisons (P. 0.05) (Table 1). A
regimen simulating temocillin at 2g q8h in mice infected by Ec32
(Figure 1) resulted in a 1.55 log10 cfu/g bacterial reduction that did
not differ significantly from controls (P"0.197), similarly to a regi-
men simulating temocillin at 2g q12h (P" 0.155). The kidney steril-
ity rate after a regimen simulating temocillin at 2g q8hagainst Ec32
was 20% (3/15), not significantly different from the 17% rate
observed with a regimen simulating temocillin at 2g q12h (P"1)
(Table 1). No temocillin-resistant mutant was detected in mice
whatever the regimenused.
Imipenem simulating 1g q8h in humans for 24h resulted
in a significant bacterial count reduction compared with controls
(Table 1), similar to that induced by temocillin at 2gq12hagainst Ec8
(P.0.10). The sterility rate of kidneys in mice infected by Ec8 was
similar between imipenem (93%; 14/15) and temocillin at 2g q12h
(P.0.05). In contrast, inmice infectedbyEc16 the sterility rateof kid-
neys and bacterial count reductionwere significantly lower for temo-
cillin at 2gq12h than for imipenem(Table 1).
Discussion
For now, there is no international consensus about temocillin clin-
ical breakpoints and the optimal regimen. Our study, using clinical
uropathogenic E. coli strains with similar fitness, demonstrates
that temocillin at 2g q12h displays excellent activity against a
strain with an MIC of 8mg/L, comparable to that of imipenem at
1g q8h.
Regarding strains with a temocillin MIC of 16mg/L, two previous
experimental studies using isogenic strains inmurine pyelonephritis
or sepsis of intra-abdominal origin indicated the high efficacy of
temocillin at 2g q12h.6,7 In our experiments with Ec16, the mean
bacterial reduction in kidneys was 2.9 log10 cfu/g and 48% of kid-
neys were sterilized after only 24h of temocillin at 2g q12h.
However, as comparedwith imipenemandwith a similar temocillin
regimen against Ec8 the sterility rate of kidneys and the bacter-
ial reduction in kidneys were significantly lower. Optimizing the
fT.MIC using a 2 g q8h regimenmight improve the efficacy of the
treatment, but such a regimen against Ec16 was not evaluated
for ethical reasons. Finally, our model also demonstrates a lack
of efficacy of temocillin against strains with MICs of !32mg/L,
even with a 2 g q8h regimen. It could be argued that we repro-
duced in mice the demanding pharmacokinetics seen in
patients hospitalized in ICUs, i.e. with high volumes of distribu-
tion.2,12 It cannot be excluded that better pharmacokinetic/
pharmacodynamic parameters might be reached in patients
with less severe infections. Furthermore, the 24 h washout
period used in our model to ensure the absence of a carry-over
effect might be responsible for regrowth of Ec32 and hence
underestimation of the efficacy of treatments.
Our data are consistent with the only study in humans available
to date.13 In a retrospective analysis of 19 patients with febrile UTI,
the authors used temocillin at 2g q12h to treat febrile UTIs caused
by ESBL/AmpC-producing isolates with MICs up to 16mg/L, with
clinical and microbial cure rates of 100%. However, the authors did
not determine the exact values of MICs; hence most, if not all,
causative strains might have MICs ,16mg/L. This debate about
whether the critical concentration is 8 or 16mg/L is of particular
importance in determining whether temocillin could be used as
a first-line treatment in systemic UTIs. In fact, the MIC90 for
Enterobacteriaceae isolated from community-acquiredUTIwas re-
cently found to be 6mg/L in an area of low ESBL prevalence14 and
16mg/L in series including onlyMDR strains.1
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In conclusion, our results confirm the in vivo efficacy of temocillin
at 2g q12h for the treatment of pyelonephritis due to E. coli strains
with MICs of 8mg/L and suggest that such efficacy might be con-
served in non-severe infections for strains with MICs up to 16mg/L.
In contrast, even higher temocillin doses (2g q8h) failed to treat UTI
due to strains with temocillin MICs !32mg/L. Prospective clinical
studies regarding clinical efficacy according to MIC and temocillin
regimenare nowawaited to confirmour findings.
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Figure 1. Bacterial counts at D6-PI in kidneys of mice infected by strains with different temocillin MICs (Ec8, 8mg/L; Ec16, 16mg/L; Ec32, 32mg/L;
Ec64, 64mg/L) in control and treated groups. Each circle represents one mouse. Filled black circles, controls; grey circles, mice treated with a regimen
simulating temocillin at 2 g q12h; white circles, mice treated with a regimen simulating temocillin at 2 g q8h. The black line represents the median.
*P,0.001 between groups.
Table 1. Bacterial count reduction and sterility rate in kidneys according to simulated human antibiotic regimen and strain MIC
Antibiotic
imipenem temocillin
Strain MIC (mg/L) 0.125 8 16 32 64
Simulated human regimen (%fT.MIC) 1 g q8h (100%) 2g q12h (80%) 2g q12h (45%) 2g q12h (10%) 2g q8h (36%) 2g q12h (0%)
Mouse regimen (%fT.MIC) 100mg/kg q2h
(100%)
200mg/kg q2h
(70%)
200mg/kg q2h
(58%)
200mg/kg q6h
(14%)
200mg/kg q2h
(43%)
200mg/kg
q2h (10%)
Bacterial count reduction versus controls
median 3.35 3.32a 2.92a 0.01a 1.55a 0.55a
IQR 0.04 0.04 1.31 2.23 2.10 2.76
P ,0.001 ,0.001 0.002 0.981 0.197 0.523
No. sterilized/total no. (%) 14/15 (93%) 14/15 (93%)a 11/23 (48%)a 3/18 (17%)a 3/15 (20%)a 4/16 (25%)a
aP,0.05 between strain with temocillin MIC of 8mg/L treated with a regimen simulating 2g q12h and other groups.
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Objectives: Temocillin is a 6-a-methoxyderivative of ticarcillin that shows in vitroactivityagainst Enterobacteriaceae
producing Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). Our objective was to assess in vivo temocillin activity
against KPC-producing Escherichia coli.
Methods: Isogenic derivatives of the WT E. coli CFT073 producing KPC-2, KPC-3 or OXA-48 were constructed. An
experimental murine model of intra-abdominal infection with sepsis was used. Mice were treated subcutaneously
with temocillin 200 mg/kg every 2 h for 24 h, reproducing the duration of time that the free serum concentration of
temocillin exceeded the MIC in humans with a regimen of 2 g every 12 h or 2 g every 8 h. Blood, peritoneal fluid (PF)
and spleen were collected; 24 h survival and sterility rates were assessed.
Results: Temocillin MICs were 8, 16, 32, and 256 mg/L for the susceptible strain and KPC-2-, KPC-3-, and OXA-48-
producing strains, respectively. In mice treated with temocillin, significant bacterial reduction was obtained in PF,
blood, and spleen for the susceptible strain and KPC-2- and KPC-3-producing strains (P,0.001) but not for the
OXA-48-producing strain. Sterility rates in PF were 53%, 10%, 0% and 0% (P,0.001) and sterility rates in blood
were 77%, 40%, 3% and 0% (P,0.001), while survival rates were 97%, 97%, 57%, 0% (P,0.001) for mice infected
with the susceptible strain and KPC-2-, KPC-3- and OXA-48-producing strains, respectively.
Conclusions: In a lethal-infection model with bacteraemia from intra-abdominal origin, temocillin retained
significant activity in PF, blood and spleen and prevented death inmice by effectively working against KPC-producing
E. coli with temocillin MICs ≤16 mg/L.
Introduction
Theworldwide spread of ESBL-producing Enterobacteriaceae caus-
ing community-acquired and healthcare-associated infections1
has led to a dramatic increase in the use of carbapenems.2
Indeed, carbapenems are still recommended for the first-line treat-
ment of urinary-tract infections or sepsis due to ESBL-producing
Enterobacteriaceae.3,4The emergence and spread of carbapenem-
resistant Gram-negative bacilli is now a worldwide public-health
concern.5 Resistance to carbapenems among Gram-negative bac-
teria may involve different molecular mechanisms: (i) modification
of outer-membrane permeability or up-regulation of efflux systems
combined with overproduction of AmpC b-lactamases or ESBL; or
(ii) production of carbapenemases.6 Therapeutic options against
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) are scarce,
since such strains often harbour plasmids carrying genes that
confer resistance to other antimicrobial classes.7,8 Therefore,
finding alternative therapeutic options against CPE is an urgent
medical need.
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) enzymes are, by far,
the most common class A carbapenemases. After initially being
reported in the USA, KPC-producing strains spread worldwide, and
they are now endemic in many countries (USA, Greece, Italy,
China, Brazil, Argentina, Colombia).9 KPCenzymes are generally plas-
mid encoded, and KPC-producing isolates are usually resistant to
non-b-lactamantibiotics such as fluoroquinolones, aminoglycosides
and co-trimoxazole. Previously described mostly in K. pneumoniae,
KPC-encoding plasmids have now also been reported in Escherichia
coli.10 This is a worrying fact, as E. coli is both a pathogen, ranking
first among species that cause urinary-tract and intra-abdominal
infections,11–13 and also a commensal, representing the most fre-
quently occurring cultivable, Gram-negative, aerobic bacteria of
the human gut microbiota,14 making E. coli a major component of
the antibiotic resistance reservoir.
# The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
J Antimicrob Chemother 2016; 71: 1899–1904
doi:10.1093/jac/dkw066 Advance Access publication 29 March 2016
1899
 at IN
SE
R
M
 on Septem
ber 13, 2016
http://jac.oxfordjournals.org/
D
ow
nloaded from
 
Données expérimentales 
 - 61 -   
Temocillin is a 6-a-methoxy derivative of ticarcillin that is
stable to the activity of numerous b-lactamases. Indeed, the add-
ition of this methoxy radical confers resistance to hydrolysis by
serine-protease enzymes of class A and class C b-lactamases.15
In contrast, it is hydrolysed by class B and D b-lactamases.
Temocillin showed stability against ESBL and AmpC producers in
experimental16 and uncontrolled clinical studies.17 Despite prom-
ising in vitro data in support of temocillin stability against
KPC-producing isolates,18,19 in vivo or prospective clinical data
are lacking. Moreover, there is no international consensus con-
cerning clinical breakpoints for temocillin.
Therefore, the aims of our study were: (i) to assess the in vivo
activity of temocillin against E. coli strains producing or not produ-
cing KPC enzymes in a lethal experimental murine model of
intra-abdominal origin, and (ii) to determine the MIC associated
with significant efficacy in vivo.
Materials and methods
Bacterial strains, plasmids and growth conditions
Three clinical isolates were used as sources of carbapenemase genes:
K. pneumoniae KPC-2, K. pneumoniae KPC-3 and E. coli OXA-48. E. coli
DH5a was used for cloning experiments, and uropathogenic E. coli CFT073
(O6:K2:H1), previously used to produce pyelonephritis in mice, was used
as the final recipient strain.20 The plasmid pCR-Blunt II-TOPO (Life
Technologies, Saint-Aubin, France), which carried a kanamycin resistance
gene, was used for cloning experiments. In order to avoid plasmid loss, all
subcultures were done in the presence of kanamycin (400 mg/L).
PCR, cloning and DNA sequencing
Regions corresponding to the blaKPC-2, blaKPC-3 and blaOXA-48 structural
genes and their promoters were amplified by PCR with Pfu DNA polymer-
ase (Q5 High-Fidelity DNA polymerase; New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, USA) using the following primers: KPC2-F (5′-TGAAG
GACAAGAGGAAGGCG-3′) and KPC2-R (5′- GTGGTTGGTAATCCATGCCG-3′)
for blaKPC-2 and blaKPC-3; and OXA48-F (5
′-TCAGTCACGATGAGAGGGGT-3′)
and OXA48-R (5′-CGCATCGAGCATCAGCATTT-3′) for blaOXA-48. PCR products
were cloned in the pCR-Blunt II-TOPO vector, resulting in plasmids
pTOPO-KPC-2, pTOPO-KPC-3 and pTOPO-OXA-48, which were then electro-
porated into E. coli DH5a. To overcome fitness costs related to plasmids,
E. coli DH5a harbouring the empty backbone of the vector (pTOPO) was
used as a control. Insertion was confirmed by PCR and sequencing and plas-
mids were extracted using the QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Finally, recombinant plasmids were introduced by
electrotransformation into E. coli CFT073, resulting in CFT073-KPC2,
CFT073-KPC3, CFT073-OXA48 and CFT073-pTOPO.
In vitro antibiotic activities and growth rates
MICs of temocillin and imipenemwere determined by the brothmicrodilu-
tion method in accordance with EUCAST guidelines (www.eucast.org).
Growth curves were measured at 378C in LB broth using an automatic
spectrophotometer (Tecan Infinite F200PRO, Ma¨nnedorf, Switzerland)
measuring OD at 600 nm (OD600) every 5 min over a period of 24 h. The
growth curves were analysed with R software, and maximum growth
rates were calculated as described elsewhere.21
Experimental murine model
Ethics
Animals were housed in regulation cages and given free access to food
and water. Experiments were approved by the local ethics committee
(Departmental Direction of Veterinary Services, Paris, France, agreement
no. 75-861).
Swiss ICR-strain female mice weighing 25 to 30 g were used. An experi-
mental sepsis model was used as previously described.22 Pellets of overnight
cultures were mixed 1:1 with porcine mucin 10% (Sigma–Aldrich, Saint-
Quentin, France). Mice were inoculated with a 250 mL intraperitoneal injection
of bacteria/mucin mix, corresponding to a final inoculum of "2.5×107 cfu.
Overall, 202 mice were used for experiments. Two hours after inocula-
tion, just before the start of treatment, at least eight mice per strain were
sacrificed to determine bacterial load. Spontaneous infection outcome
was assessed by observing five mice per strain for 24 h without antibiotic
treatment. In the therapeutic groups, treatment was started 2 h post
infection and lasted 24 h. Mice were sacrificed by intraperitoneal injection
of 200 mL of sodium thiopental 4 h after the last antibiotic injection.
Immediately after death, a peritoneal washwas performed by intraperito-
neal injection of 2 mLof sterile saline solution followed by gentlemassage
of the abdomen and opening the peritoneum to collect 1 mL of fluid.
Spleen was extracted and homogenized in 1 mL of sterile saline solution.
Intracardiac puncture was performed, and 0.1 mL of blood was spread
onto agar. In mice that did not survive the infection, only spleen was
extracted within 2 h after death to avoid sample contamination. Samples
diluted by a factor of 10were plated onto agar for quantitative culture, con-
taining or not containing kanamycin (400 mg/L) to assess in vivo plasmid
loss, and containing or not containing temocillin at a concentration of
4×MIC to detect the selection of resistant mutants in vivo. Results were
expressed as log10 cfu/g for spleen and log10 cfu/mL for blood and periton-
eal fluid. The detection limit was 1.3 log10 per gram or millilitre.
Therapeutic regimens
Temocillin was injected subcutaneously with a regimen of 200 mg/kg every
2 h (30 mice per strain) and imipenem with a regimen of 100 mg/kg every
3 h orevery 4 h (15mice per strain), for 24 h. These regimenswere chosen in
order to achieve in serum the same percentage of time of the dosing inter-
val during which free-drug concentrations exceeded the MIC (fT.MIC) as
those obtained in humans with intravenous standard regimens16,23–25;
fT.MIC according to MIC and antibiotic therapeutic regimens in human
and mouse are summarized in Table 1. Imipenem was used against the
susceptible strain in order to compare temocillin with a reference antibiotic
and to validate the model (positive control), and against the imipenem-
resistant KPC-3 strain as a negative control.
Antibiotic assays
To evaluate temocillin peritoneal diffusion, blood samples and peritoneal
washes were obtained from five anaesthetized infected mice at 30 and
120 min after a single temocillin subcutaneous injection of 200 mg/kg.
Concentrations of temocillin were determined by HPLC with ultraviolet
detection at 237 nm, as previously described.16 The limit of quantification
was 1 mg/L in serum and in peritoneal fluid.
Statistical analysis
Results were expressed as median [minimum–maximum] for continuous
variables; log10 cfu/g in spleen, and log10 cfu/mL in blood and peritoneal
fluid were compared for the different groups by the Mann–Whitney U-test
or the Kruskall–Wallis test when appropriate. Proportions of sterile organs
(bacterial counts under the detection limit) in the different groupswere com-
pared by the Fisher’s exact test. A P,0.05 was considered significant.
Results
MICs and growth rates
MICs of temocillin and imipenemare shown in Table 1. As expected,
CFT073-OXA48was highly resistant to temocillin and CFT073-KPC2
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and CFT073-KPC3 were intermediate and resistant to imipenem,
respectively. Notably, maximum growth rates did not differ
among the four study strains (P.0.05) (data not shown).
Experimental murine model
Bacterial load 2 h after inoculation was 7.69 log10 cfu/mL (5.30–
8.57) in peritoneal fluid, 7.00 log10 cfu/g (6.11–8.38 log10 cfu/g) in
spleen and 5.68 log10 cfu/mL (4.25–6.60 log10 cfu/mL) in blood,
with no difference between strains except between CFT073-pTOPO
(5.20 log10 cfu/mL) and CFT073-OXA48 (6.25 log10 cfu/mL) in blood
(P,0.001). Overall, spontaneous mortality rate at 24 h without
treatment was 97% and did not differ between strains. In vivo
plasmid stability 2 h after infection was 100% for all strains.
Temocillin treatment
As shown in Figure 1, there was a significant reduction in bacterial
viable counts after treatment with temocillin as compared with
those at the start of treatment in peritoneal fluid, blood and
spleen for mice infected with CFT073-pTOPO (1.30 log10 cfu/mL,
1.30 log10 cfu/mL, 4.05 log10 cfu/g, P,0.001), CFT073-KPC2
(2.38 log10 cfu/mL, 1.60 log10 cfu/mL, 4.66 log10 cfu/g, P,0.001),
and CFT073-KPC3 (3.00 log10 cfu/mL, 3.00 log10 cfu/mL, 5.84 log10
cfu/g, P,0.001), respectively. Bacterial viable count in spleen of
mice infected by CFT073-OXA48 did not differ before treatment
[6.99 log10 cfu/g (6.25–8.11 log10 cfu/g)] and after treatment
with temocillin [6.65 log10 cfu/g (5.77–8.37 log10 cfu/g)]
(P¼0.16). Because all mice infected with CFT073-OXA48 died des-
pite temocillin treatment, no data concerning bacterial viable
counts in blood or peritoneal fluid were available for this strain.
Sterilization rates of peritoneal fluid and blood samples and mice
survival rates according to strains after treatment with temocillin
are shown in Figures 2 and 3, respectively. Regardless of strain,
spleens were never sterilized except for that of one mouse infected
with CFT073-KPC2. Peritoneal fluids were sterilized in 53% (16/30)
of mice infected with CFT073-pTOPO, 10% (3/30) of mice infected
with CFT073-KPC2 and 0% of mice infected with CFT073-KPC3 and
CFT073-OXA48 (P,0.001 between CFT073-pTOPO and CFT073-
KPC2). Blood was sterilized in 77% (23/30) of mice infected with
CFT073-pTOPO, 40% (12/30) of mice infected with CFT073-
KPC2, 3% (1/30) of mice infected with CFT073-KPC3 and 0% (0/
30) of mice infected with CFT073-OXA48 (P,0.001 between
CFT073-pTOPO and CFT073-KPC2). Survival rates after temocillin
treatment were 97% (29/30), 97% (29/30), 57% (17/30) and
13% (4/30) for mice infected with pTOPO, CFT073-KPC2,
CFT073-KPC3 and CFT073-OXA48, respectively (P,0.001
between CFT073-KPC2 and CFT073-KPC3). No temocillin-resistant
mutant was detected in vivo after the end of treatment.
Imipenem treatment
In mice infected with CFT073-pTOPO, bacterial viable counts in peri-
toneal fluid, blood and spleen after treatment with imipenem
were 1.30 log10 cfu/mL (1.30–1.30 cfu/mL), 1.30 log10 cfu/mL
(1.30–1.30 cfu/mL) and 2.98 log10 cfu/g (2.80–3.18 log10 cfu/g),
respectively (Figure 1). These results did not significantly differ
from cfu counts obtained with temocillin, except for results for
spleen, where cfu counts were lower with imipenem than with
temocillin (P,0.001). Sterility rates were 80% (12/15) and 67%
(10/15) for blood and peritoneal fluid (Figure 2), respectively, and
the survival rate was 93% (Figure 3), similar to those obtained
with temocillin (P.0.05). In mice infected with CFT073-KPC3 and
treated with imipenem, bacterial viable counts in spleen were
7.50 log10 cfu/g (6.10–8.30 log10 cfu/g), which were significantly
higher than those obtainedwith temocillin (P,0.001). No peritoneal
fluid or blood sample was sterilized. The survival rate was 20%
(3/15), significantly lower than that obtained with temocil-
lin (P¼0.027).
Temocillin concentrations in peritoneal fluid
Mean temocillin concentrations in peritoneal fluid and serum
were 25.7 mg/L and 96.2 mg/L at 30 min and 19 mg/L and
Table 1. MICs and proportions of time during which free serum concentrations exceed the MIC (fT.MIC) for temocillin and imipenem according to
therapeutic regimens used in humans and in mice
fT.MIC (%)
MIC (mg/L)
TEM IPM
Strain TEM IPM
human
(2 g every 12 ha)
human
(2 g every 8 hb)
mouse
(200 mg/kg every 2 hc)
human
(1 g every 8 hd)
mouse (100 mg/kg
every 3 he)
mouse (100 mg/kg
every 4 he)
CFT073-pTOPO 8 0.5 80 95 70 75 67 50
CFT073-KPC2 16 8 45 80 58 25 32 24
CFT073-KPC3 32 16 10 40 43 19 26 20
CFT073-OXA48 256 4 0 0 0 42 37 28
Numbers in bold correspond to the fT.MIC (%) obtained in mice with the antibiotic regimen actually performed in this study for each strain and the
corresponding fT.MIC (%) found in human studies corresponding to such an MIC. TEM, temocillin; IPM, imipenem.
aSee De Jongh et al.23
bSee Laterre et al.24
cSee Soubirou et al.16
dSee Signs et al.25
eSee Lepeule et al.20
Temocillin against KPC-producing E. coli in mice
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18.5 mg/L at 2 h, representing a peritoneal fluid/blood temocillin
concentration ratio of 27% at 30 min and 100% at 2 h.
Discussion
Our results demonstrated that a significant in vivo activity of
temocillin was retained against isogenic E. coli KPC-producing
strains in a murine model of severe sepsis from intra-abdominal
infection. Indeed, initial bacterial inoculum in peritoneal fluid
was high (.7 log10 cfu/mL), which was associated with a mortal-
ity rate without treatment of nearly 100%. Because major differ-
ences exist between pharmacokinetic parameters of temocillin in
mice and humans, adjustments were made in order to draw
relevant clinical conclusions.16 Indeed, temocillin activity was
assessed with a therapeutic regimen in mice reproducing free-
drug concentrations above an MIC corresponding to human opti-
mal therapeutic regimens (Table 1).23,24 Thus, the in vivo efficacy
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Figure 1. Colony counts in peritoneal fluid (a), blood (b), and spleen (c) in
mice treated with temocillin or imipenem, according to bacterial strains.
Data from peritoneal fluid and blood from imipenem-treated mice
infected with the CFT073-KPC3 strain are not shown, as only 3 of 15
mice survived. *P,0.001. NA, data not available.
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Figure 2. Sterility rates of peritoneal fluid (a) and blood (b) from mice
treated with temocillin and imipenem according to bacterial strains.
*P,0.001. NA, data not available.
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Figure 3. Survival rates of mice treated with temocillin or imipenem
according to bacterial strains. *P,0.001. NA, data not available.
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of temocillin in such experimental conditions probably reflects
two temocillin properties: (i) good diffusion of temocillin in peri-
toneal fluid, as shown by a peritoneal fluid/serum concentration
ratio of 100% 2 h post injection; this result is in agreement with
human concentrations of temocillin in peritoneal fluid26,27; and
(ii) in vivo stability of temocillin against KPC enzymes despite the
presence of a high bacterial inoculum.
There is no international consensus about clinical breakpoints
for temocillin; in addition, some countries recognized different
breakpoints according to the focus of infection (i.e. 32 mg/L for
urinary infections and 8 mg/L for systemic infections).28 In a pre-
vious study investigating in vivo temocillin activity against
ESBL-producing E. coli in a mouse pyelonephritis model, we
demonstrated a significant activity of temocillin against a strain
whose temocillin MIC was 16 mg/L.16 Activity against an isogenic
E. coli strain with a temocillin MIC of 32 mg/L was lower and less
reproducible. In the present work, using a more severe model of
infection with a 100-fold higher inoculum than that in the pyelo-
nephritis model, we observed a significant activity of temocillin in
terms of reduction of bacterial viable counts in peritoneal fluid,
blood and spleen against strains producing KPC-2 or KPC-3 with
a temocillin MIC ≤32 mg/L, while no significant activity was
observed, as expected, against the most resistant strain CFT073
expressing OXA-48. However, sterilization rates in peritoneal
fluid and blood and survival rates under temocillin treatment of
mice infected with the KPC-3-producing strain (temocillin
MIC¼32 mg/L) were extremely low and significantly less than
those in mice infected with the KPC-2-producing strain (temocillin
MIC¼16 mg/L) (P,0.001). Furthermore, while the temocillin regi-
men in mice reproduced an fT.MIC associated with a standard 2 g
every 12 h regimen in humans for the pTOPO strain (temocillin
MIC¼8 mg/L) and the KPC-2-producing strain, it corresponded
to an fT.MIC that was achieved with the 2 g every 8 h regimen
for the KPC-3-producing strain (Table 1). Therefore, these results
suggest that temocillin was active in vivo against KPC-producing
strains with a temocillin MIC ≤16 mg/L even in an extra-urinary
infection associated with a high inoculum but not against strains
with a temocillin MIC of 32 mg/L. These results are in agreement
with recent pharmacokinetic and pharmacodynamic data from
human studies performed in critically ill patients, indicating that
even with a temocillin regimen increased to 6 g/day given as
a continuous infusion, a target fT.MIC higher than 40%, which is
predictive of bacteriostatic effect and survival in Gram-negative
bacterial infection,29 was reached for the mean population for
an MIC of 32 mg/L but was not reached reproducibly for the entire
population.24 Together, these data suggest that the limitation of
temocillin in vivo activity in our study was not due per se to the
production of KPC18 but rather to the increase in MICs that did
not allow reliable fT.MIC despite an optimal temocillin dosing
regimen.
Imipenem treatment was used as an additional validation
control for our results. Indeed, temocillin and imipenem therapies
were equally effective against the pTOPO strain (temocillin/imipe-
nem MICs¼8/0.5 mg/L), as expected, while temocillin was more
powerful in protecting mice infected with the imipenem-resistant
KPC-3-producing strain from death (Figure 3). These results were
in agreement with the fT.MIC generated by these antibiotic/strain
combinations (Table 1).
One potential limitation of our study is the relatively short
treatment duration (24 h). This factor may affect two endpoints:
(i) the low sterilization rates of tissue and fluid cultures that may
increase with length of therapy; and (ii) the absence of resistant
mutant selection under treatment in vivo. However, (i) the 24 h
treatment duration allowed clear discrimination between effect-
ive regimens that protected mice against early death and less
effective regimens; and (ii) the frequency of mutant selection in
vitro with temocillin concentration equal to or above the MIC
reported is low ("1×10210),19 in agreement with the fact that
no resistant mutant was detected with a starting inoculum in
the range of 107 cfu in vivo.
In conclusion, our results suggest that temocillin retains activ-
ity against KPC-producing strains with temocillin MICs ≤16 mg/L,
even in an extra-urinary infection with a high inoculum, such as
intra-abdominal infection. The level of temocillin MIC rather
than presence or absence of KPC production appears as the
major determinant of temocillin activity in vivo. This result may
not be translated to other foci of infections, as temocillin diffusion
is particularly high in peritoneal fluid.
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5. Discussion articles 3 et 4  
Les points forts méthodologiques des travaux originaux présentés dans les articles 3 et 4 
tiennent dans la mise en œuvre de deux modèles expérimentaux animaux robustes et apportant 
ici une complémentarité à trois égards discutés infra. Ces deux modèles ont été largement 
utilisés dans la littérature, mais pour d’autres antibiotiques (55–57). Pour la témocilline, 
Pubmed référence seulement trois études antérieures aux nôtres : deux modèles de méningite à 
K. pneumoniae et H. influenzae ainsi qu’un modèle de pyélonéphrite (58–60).  Le dernier travail 
est celui réalisé par l’équipe de B. Fantin (Soubirou et al.) correspondant exactement au même 
modèle de pyélonéphrite de la souris traité par témocilline et dont nous avons pu emprunter des 
données de pharmacocinétique. 
5.1  Différences et complémentarité des modèles expérimentaux  
Premièrement, une différence de sévérité et de localisation de l’infection : l’article 3 présente 
un modèle d’infection urinaire ascendante non sévère chez la souris mais dont la 
physiopathologie est proche de celle de l’Homme, alors que l’article 4 recourt à un sepsis à 
point de départ péritonéal dont l’évolution sans traitement est fatale dans 100% des cas chez 
l’animal. Cette divergence ne fait pas obstacle à la transposition des résultats expérimentaux à 
l’Homme. En effet, l’indication préférentielle de la témocilline, comme spécifiée dans l’AMM 
et dans les recommandations françaises (45), reste les infections urinaires parenchymateuses 
qui dans l’espèce humaine connaissent encore une mortalité, laquelle est très majoritairement 
liée au sepsis (61,62). 
Deuxièmement, une différence d’inoculum bactérien : « standard » (105 ufc/g) dans le modèle 
de pyélonéphrite et « élevé » (107 ufc/g) dans le modèle de sepsis à point de départ abdominal. 
Ce point a été tiré à profit pour évaluer a posteriori indirectement l’effet inoculum in vivo, 
lequel se définit comme une moindre activité de l’antibiotique vis-à-vis d’une forte population 
bactérienne lorsque celle-ci amplifie les mécanismes de résistance, un phénomène rapporté 
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Comme détaillé dans la revue de la littérature PK/PD de la témocilline (article 1) les données 
jusqu’alors publiées suggéraient plutôt un effet inoculum in vitro vis-à-vis des cibles 
thérapeutiques actuelles de la témocilline, les publications « historiques » des caractéristiques 
de la molécule révélant une parfaite stabilité des CMI/CMB de souches non productrices de ß-
lactamases lorsque l’inoculum était porté de 10 3 à 107 ufc/mL, mais une augmentation pour les 
isolats producteurs de ß-lactamases notamment chromosomiques de type AmpC (63,64). Deux 
publications récentes ont aussi rapporté un effet inoculum, mais modeste (élévation de la CMI 
d’un facteur 2) vis-à-vis d’entérobactérales productrices de ß-lactamases de type CTX-M ou 
KPC (60,65). Par ailleurs dans nos deux modèles aucune émergence de mutant résistant à la 
témocilline n’a été observée (dans la limite des 24 h de temps d’exposition pour cette recherche, 
mais qui reste une durée comparable aux modèles de référence) (55–57) et en particulier chez 
les souris infectées par une forte densité d’entérobactérales productrices de carbapénèmase (E-
PC) de type KPC ce qui, là encore indirectement, suggère l’absence d’impact de l’inoculum in 
vivo (contrairement à l’effet inoculum observé in vitro). 
Troisièmement, l’utilisation d’isolats bactériens de nature génétique différente. En effet dans le 
modèle péritonéal le choix a été fait de souches isogéniques, et donc génétiquement modifiées 
associant à un E. coli sauvage de collection un élément génétique codant pour une 
carbapénèmase lui-même provenant de souches cliniques distinctes. Cette approche fréquente 
dans les modèles animaux actuels avait pour intérêt de limiter les variations liées aux souches 
et de focaliser l’analyse sur l’effet de la variation de la CMI (corrélée à la souche) vis-à-vis des 
comptes bactériens in vivo, toutes choses étant superposables par ailleurs. A contrario dans le 
modèle urinaire il s’agissait d’isolats cliniques, et donc par essence « naturels » c'est-à-dire au 
fond génétique très différent, la divergence étant toutefois limitée par la sélection exclusivement 
de souches de phylogroupe B2 (connu pour être le plus uro-virulent) et codant une BLSE 
toujours de type CTX-M-15 (dont la prévalence est la plus élevée en France). Cette approche 
Données expérimentales 
 - 69 - 
collant davantage à la réalité clinique implique d’intégrer la relation hôte – bactérie pouvant 
expliquer des différences thérapeutiques à niveau de CMI identique. Mais ceci a pu ici être 
raisonnablement exclu par les analyses de capacité de croissance in vitro (« fitness ») ainsi que 
par la comparaison des titres bactériens des groupes contrôles, très proches. 
 
5.2  Définition de la cible thérapeutique de la témocilline 
Malgré ces différences, la comparaison et la discussion conjointes des articles est possible en 
raison d’un point commun majeur aux deux modèles : la reproduction chez la souris de l’indice 
PK/PD observé chez l’homme. En effet, dans les deux travaux nous avons reproduit le 
%ƒT>CMI de la témocilline en fonction de plusieurs régimes thérapeutiques et CMI. Afin de 
combler les différences de paramètres PK entre la souris et l’Homme, les schémas posologiques 
dans le modèle murin ont dû comporter un nombre plus important d’injections par 24 h ce qui 
nous a limités (cf. infra) dans l’étude de certains couples %ƒT – CMI pour des raisons éthiques. 
Néanmoins, cette méthodologie nous a permis de confirmer que, comme pour les autres ß-
lactamines, l’indice PK/PD corrélé à l’activité de la témocilline est le %ƒT>CMI, et de définir 
la cible thérapeutique.  
Ainsi, la figure 11 déjà introduite succinctement plus haut, mérite une analyse détaillée, 
puisqu’elle synthétise l’ensemble des résultats animaux pour aboutir in fine à une proposition 
de concentration critique humaine. Il y est représenté la diminution de l’inoculum bactérien 
pour chaque souris (au sein des reins pour le modèle de pyélonéphrite ou de la rate pour le 
modèle de péritonite) traitée par témocilline pendant 24 h en fonction du %ƒT>CMI, et de la 
production ou non de ß-lactamase. A l’aide de la courbe de régression locale, il peut être défini 
une valeur de cible thérapeutique associée à une réduction bactérienne de 2 log10 ufc s’avérant 
être exactement 50%ƒT>CMI lorsqu’il est pris en compte la borne la plus défavorable de 
l’intervalle de confiance de 95%, ainsi que procède l’EUCAST pour l’analyse des simulations 
de Monte-Carlo. Point majeur, cette valeur de 50% s’avérait homogène quels que soient la 
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nature de la ß-lactamase (à niveau de CMI identique) ou le type d’infection. Evidemment 
l’objectif thérapeutique était plus aisé à atteindre pour les souches à CMI basses (les sauvages 
et une partie des E-BLSE et E-PC) mais inatteignable pour d’autres (les E-PC de type OXA). 
Cette cible de 50% est pleinement cohérente avec la littérature, expérimentale animale, aussi 
bien pour une étude antérieure avec la témocilline (60) que pour des travaux relatifs à d’autres 
paires entérobactérales-ß-lactamines (7,66,67). 
L’absence de conséquence de la sévérité de l’infection (péritonite versus pyélonéphrite) sur la 
valeur de la cible thérapeutique observée ici peut paraitre discordante avec certaines 
recommandations actuelles. En effet, la société française d’anesthésie et de réanimation 
recommande des cibles thérapeutiques des ß-lactamines bien plus élevées (%ƒT>4xCMI = 
100%) pour les patients en réanimation (68). Néanmoins, l’EUCAST continue d’utiliser la 
valeur du %ƒ>CMI associée à la diminution de 2 log10 ufc pour définir les cibles thérapeutiques 
et ceci sans distinguo selon la situation clinique (www.eucast.org). 
5.3  Corrélation schémas posologiques et CMI 
Nos résultats expérimentaux concernant la cible thérapeutique de la témocilline méritent 
maintenant une projection quant à la thérapeutique humaine en termes de valeur de CMI et de 
schéma posologique possible.  
Pour le couple ‘CMI = 8 mg/L – 2 g toutes les 12 h’ il semble clairement établi que la 
témocilline possède une activité significative quels que soient les modèles (pyélonéphrite, 
sepsis à point de départ abdominal), les souches (cliniques, isogéniques, productrice ou non de 
ß-lactamase) ou les comparateurs utilisés (céfotaxime, imipénème) (60,69,70).  
Pour le couple ‘CMI = 16 mg/L – 2 g toutes les 12h’, bien qu’il ait été observé une réduction 
significative de l’inoculum bactérien dans nos deux travaux (de 2,9 log10 cfu/g dans le modèle 
pyélonéphrite et de 1,4 log10 cfu/g dans le modèle de sepsis), la dispersion des valeurs était plus 
importante que pour le couple précédent, tandis que d’autres paramètres d’évaluation tels que 
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le taux de stérilisation étaient significativement inférieurs aux comparateurs (témocilline 2 g 
toutes les 12 h pour une CMI de 8 mg/L ou imipénème). Ce résultat peut être lié au fait que les 
modèles utilisés visaient à reproduire un %ƒT>CMI (58%) proche de la cible thérapeutique 
(50%). Or, le régime thérapeutique murin de la témocilline a été choisi à l’aide d’une 
modélisation réalisée grâce aux données de pharmacocinétique issues d’une dizaine de souris 
(60). Ainsi, individuellement (pour une souris en particulier) il existe une variation de 
pharmacocinétique et donc de %ƒT>CMI pouvant être inférieure à la cible thérapeutique. Il est 
très probable que la simulation d’une augmentation de posologie : couple ‘CMI = 16 mg/L – 
2 toutes les 8 h’ (%ƒT>CMI = 80%) (71,72) aurait permis d’obtenir des résultats comparables 
au couple ‘CMI = 8 mg/L – 2 g toutes les 12 h’ (%ƒT>CMI = 70%). Comme discuté dans 
l’article 3 nous n’avons pas pu vérifier cette hypothèse pour des raisons éthiques (il eût fallu 
plus de 24 injections par 24 h pour atteindre l’exposition requise).  
Pour les couples ‘CMI = 32 mg/L – 2 g toutes 12 h’ et ‘CMI = 32 mg/L – 2 g toutes les 8 h’, la 
témocilline a démontré dans nos travaux une activité significativement moindre que les 
comparateurs quels que soient les paramètres étudiés (réduction bactérienne, taux de 
stérilisation, taux de survie). Il ne peut être exclu qu’une augmentation de l’exposition puisse 
engendrer un effet significatif pour les isolats vis-à-vis desquels la CMI est de 32 mg/L ; une 
telle augmentation d’exposition se ferait soit par modification du régime thérapeutique 
systémique (perfusion continue après une dose de charge), soit par concentration au site de 
l’infection (typiquement dans la vessie pour les infections urinaires).  
5.4  Limites des données actuelles de PK/PD 
L’ensemble de ces conclusions doit néanmoins être pondéré par la nature des données chez 
l’Homme ayant permis la simulation de l’indice PK/PD chez la souris. En effet, nous avons 
utilisé les valeurs issues des deux seules simulations de Monte-Carlo publiées à ce jour (71,72). 
Or, ces simulations ont été réalisées à l’aide de dosages sériques chez des patients hospitalisés 
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en réanimation, peu nombreux (respectivement 6 et 13 patients dans ces études) et chez lesquels 
deux biais intrinsèques sont bien connus pour tout antibiotique. D’abord une grande variabilité 
interindividuelle des paramètres PK/PD de sorte que l’intervalle de confiance des courbes de 
PTA est plus important que chez des patients moins sévères ce qui entraine une sous-estimation 
de la concentration critique (comme indiqué supra dans la revue bibliographique). L’impact de 
ce biais a toutefois été limité ici en utilisant dans nos modèles la médiane des %ƒT>CMI des 
simulations de Monte-Carlo. Ensuite et surtout, les paramètres PK/PD des patients hospitalisés 
en réanimation diffèrent grandement de ceux des malades moins sévères. Certains éléments, 
comme l’insuffisance rénale ou la diminution de la fixation protéique, sont associés à une 
augmentation de l’exposition à l’anti-infectieux ; et d’autres, comme l’augmentation du volume 
de distribution, l’hyper-débit de filtration glomérulaire du sepsis diminuent l’exposition à 
l’antibiotique (68). Ainsi, il a été clairement démontré que la PTA et donc la concentration 
critique définies à l’aide de la simulation de Monte-Carlo pouvaient être nettement différentes 
pour un même couple ‘isolat – régime thérapeutique’ selon la population dont étaient issues les 
données de pharmacocinétique (16,73). 
Concernant la témocilline, il n’existe pas à ce jour de simulation de Monte-Carlo réalisée à 
l’aide de données de patients infectés mais non hospitalisés en réanimation. Ceci est un manque 
majeur dans l’estimation de la concentration critique de la molécule, a fortiori alors que les 
simulations de PTA via la méthode de Monte-Carlo sont réalisées en fonction de la 
concentration libre de l’antibiotique. Or le taux de fixation protéique de la témocilline est élevé 
- de l’ordre de 80% - mais saturable et donc variable. En effet, il semble exister un seul site de 
fixation par molécule d’albumine, soit une capacité de maximale de fixation de l’ordre de 
250 mg/L chez le volontaire sain (74,75). Dès lors, une augmentation de la dose unitaire ou une 
diminution de la capacité de fixation totale (soit par hypo-albuminémie, soit par compétition 
avec d’autres xénobiotiques) entrainent in fine une augmentation de la concentration libre et 
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donc une augmentation du %ƒT>CMI. Pour la témocilline, il n’existe que peu de données 
publiées sur la variation de fixation selon la population et notamment chez les patients les moins 
sévères. Des études anciennes ont retrouvé chez le volontaire sain une fixation protéique de 
l’ordre de 80% après 1 g et de l’ordre de 65-75% après 2 g (74,76), avec une saturation à partir 
d’une concentration sérique totale de 200 mg/L. Des travaux récents ont confirmé le caractère 
saturable de fixation protéique au-delà de 150 mg/L (75,77). Par contre, le taux de fixation 
protéique dans une étude récente chez le volontaire sain était bien inférieur aux données 
historiques, avec seulement 6 à 13% de fraction libre de témocilline selon la concentration totale 
(77). Aussi une simulation à partir de ces données s’avère catastrophique avec une PTA de 0% 
(pour une cible de %ƒT>CMI=40%) pour le couple ‘CMI = 8 mg/L – 2 g toutes les 12 h’ (77). 
Cependant cette simulation est en contradiction avec les données cliniques telle la série de 
Balakrishnan et al validant l’efficacité de 2 g toutes les 12 h (78) et aussi la pratique courante 
(pas de signaux de défaut d’efficacité malgré un usage croissant dans différents pays). Ceci est 
probablement expliqué par la fixation protéique moindre chez les patients hospitalisés pour 
infection comparativement aux volontaires sains. Ce point a été très bien démontré par Ngougni 
Pokem et al pour des patients hospitalisés en réanimation avec, comparativement à des 
volontaires sains, un taux de fixation protéique plus faible (de 30% à 70% versus 63% à 93%) 
en rapport d’une part, avec une hypo-albuminémie induisant une diminution de la capacité 
totale de fixation (107 mg/L versus 234 mg/L) et d’autre part, avec une compétition par les 
autres xénobiotiques (d’où une augmentation de la constante de dissociation : 28 mg/L versus 
9 mg/L) (77). De même, dans les simulations de Monte-Carlo récentes en réanimation (71,72), 
la fixation protéique était de 70-75% chez les patients recevant 4 g par jour, et de 60% chez 
ceux recevant 6 g par jour. Au total et en l’absence de données publiées, il reste difficile de 
prévoir les paramètres PK/PD et donc le %ƒT>CMI chez les malades relevant d’un traitement 
de témocilline hors réanimation, ce qui est un paradoxe car là est pourtant l’essentiel de l’usage 
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de la molécule. Néanmoins, il est probable que le %ƒT>CMI chez ces patients « infectés non 
réanimatoires » soit plus favorable à la fois que chez le volontaire sain (du fait d’une fixation 
protéique moindre) et que chez le malade de réanimation (du fait d’un volume de distribution 
et d’une clairance moindres).  
6.  Conclusion 
En conclusion de ce volet animal nos travaux ont confirmé que la cible thérapeutique pour le 
couple témocilline – entérobactérales était un %ƒT>CMI ≥ 50% et ceci quelles que soient la ß-
lactamase produite ou la sévérité de l’infection. De plus, nous avons démontré une activité de 
la témocilline à la posologie de 2 g toutes les 8 h contre des isolats vis-à-vis desquels la CMI 
est à 8 mg/L. Pour les isolats vis-à-vis desquels la CMI de la témocilline est à 16 mg/L, il semble 
nécessaire d’augmenter la posologie quotidienne à 6 g. De fait, et dans l’attente d’études de 
PK/PD chez le patient infecté non hospitalisé en réanimation, il pourrait être proposé selon la 
nouvelle définition « sensible, haute exposition » de l’EUCAST une catégorie I pour la 
témocilline correspondant à une CMI comprise > 8 mg/L et ≤16 mg/L et pour laquelle il serait 
recommandé un schéma posologique de 6 g par jour, avec toutefois une réserve pour les patients 
de réanimation. Les souches >16 mg/L seraient rendues résistantes. Cette catégorisation 
permettrait d’ailleurs de clarifier les indications présentes dans le résumé des caractéristiques 
du produit indiquant une : «… dose élevée notamment chez les patients gravement malades : 
6 grammes par jour […] en cas d’infections sévères et/ou impliquant des souches multi-
résistantes …» (Résumé des caractéristique du produit, Negaban®, juin 2019). 
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Conclusion générale 
1. Conclusion générale 
Devant l’augmentation croissante de l’antibiorésistance et en particulier la pandémie mondiale 
d’E-BLSE, la témocilline, du fait d’une activité préservée sur ces bactéries, connait un regain 
d’intérêt. Néanmoins, sa place dans l’arsenal thérapeutique actuel reste incertaine, tant en 
termes d’indication (infections urinaires et infections d’autres sites) que de posologie (4 g ou 
6 g par jour) et de concentrations critiques. En effet, avant la réalisation du travail présenté dans 
ce mémoire de thèse, il existait trois concentrations critiques selon l’indication et le pays, sans 
harmonisation par l’instance européenne (EUCAST). 
Ainsi, notre travail s’est attaché à l’évaluation expérimentale des concentrations critiques de 
témocilline vis-à-vis des entérobactérales en s’inscrivant dans les procédures requises par 
l’EUCAST, dans le but d’aboutir à une pratique englobant toutes les éventualités. 
Nous avons pu démontrer que l’ECOFF, représentant la plus faible valeur possible de 
concentration critique selon l’EUCAST, était de 8 mg/L pour les entérobactérales 
communautaires dans leur globalité mais de 32 mg/L pour les E-BLSE, lesquelles représentent 
la cible préférentielle de la molécule en alternative aux carbapénèmes et en stratégie d’épargne. 
De plus, si l’évaluation de la sensibilité de la témocilline par Etest s’est avérée fiable, il existe 
dans la littérature un taux d’erreur parfois important de la méthode des disques notamment vis-
à-vis des E-BLSE lorsque le diamètre d’inhibition se situe entre 18 mm et 21 mm inclus.  
L’évaluation in vivo de l’efficacité de la témocilline dans deux modèles expérimentaux simulant 
des paramètres PK/PD nous a permis de démontrer que la cible thérapeutique était un 
%ƒT>CMI ≥ 50%, valeur attendue pour une ß-lactamine. Cette cible thérapeutique peut être 
atteinte, selon les données actuellement connues de pharmacocinétique humaine (chez un 
nombre limité de patients exclusivement hospitalisés en réanimation), quel que soit le schéma 
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thérapeutique (4 g ou 6 g par jour) pour les isolats vis-à-vis desquels la CMI de la témocilline 
est de 8 mg/L. Par contre, pour les isolats vis-à-vis desquels la CMI est à 16 mg/L il semble 
nécessaire de recourir à une posologie élevée de 2 g toutes les 8 h et ceci sans certitude absolue 
d’efficacité pour les patients de réanimation.  
Ainsi, l’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit et l’analyse de la littérature actuelle 
pourraient amener à la proposition suivante concernant l’interprétation des CMI et des 
diamètres d’inhibition de la témocilline vis-à-vis des entérobactérales et d’après la présentation 
2019 du CASFM/EUCAST. Pour les concentrations critiques, retenir deux valeurs, soit trois 
catégorisations possibles par introduction du « nouveau I » correspondant désormais à 
« sensible à haute exposition (SHE) », avec pour l’évaluation selon la méthode des disques une 
ZIT interdisant de répondre de façon fiable pour les diamètres de 18 à 21 mm : 
 
Tableau 2 : Proposition de concentrations critiques et de diamètres critiques pour la témocilline 
 Concentrations critiques (mg/L) Charge du 
disque (µg) 
Diamètres critiques (mm) 
S ≤ I=SHE R > ZIT S ≥ I=SHE R < ZIT 
Témocilline 8 16 16  30 22 17-15 15 18-21 
 
Ces propositions sont basées sur les posologies respectivement de 2 g toutes les 12 h ou toutes 
les 8 h sur la base d’un sujet adulte normo-rénal non obèse : 
 
Tableau 3 : Schéma posologique de témocilline recommandée selon la catégorisation 
 Posologie standard  
(valant pour S) 
Forte posologie 
(valant pour I=SHE) 
Témocilline 2 g x 2 IV 2 g x 3 IV 
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Ainsi, pour une infection documentée à entérobactérale à CMI ≤8 mg/L ou à diamètre 
d’inhibition ≥22 mg/L, la posologie quotidienne serait de 4 g. La posologie de 2 g toutes les 8 h 
serait recommandée dans trois situations : (i) usage probabiliste de la témocilline pour une 
infection suspectée à entérobactérale dans l’attente de l’évaluation exacte ; (ii) évaluation de la 
sensibilité selon la méthode des disques avec diamètre dans la ZIT, pour ne pas prendre de 
risque ; (iii) résultat en zone I=SHE quelle que soit la méthode. Ces recommandations vaudraient 
hors réanimation, les patients en cette situation nécessitant des recommandations spécifiques, 
comme pour les autres ß-lactamines, et qui ne peuvent être ébauchées là en l’état du dossier.  
2. Limites des travaux expérimentaux  
Il peut être souligné plusieurs limites aux travaux expérimentaux colligés en ce mémoire, 
aucune n’ayant toutefois été bloquante pour les publications respectives. 
Concernant l’étude de la sensibilité in vitro de la témocilline rapportée dans l’article 2 du 
manuscrit, la principale limite est le caractère mono-centrique et mono-expérimentateur de 
l’évaluation de la sensibilité de la témocilline par quatre méthodes distinctes. En effet il est bien 
établi dans la littérature qu’il existe une variabilité des tests phénotypiques de détermination de 
la sensibilité aux antibiotiques en inter-laboratoire, mais aussi en intra-laboratoire selon les 
jours ou les expérimentateurs, avec des dispersions pouvant être conséquentes notamment pour 
l’évaluation des ß-lactamines vis-à-vis des souches productrices de ß-lactamases (35,79). En 
particulier, la mesure du diamètre d’inhibition pour la méthode des disques et l’évaluation de 
l’ellipse d’inhibition pour la méthode Etest sont sujettes à une interprétation visuelle (sauf pour 
les laboratoires disposant d’un appareil de lecture automatisé, de tels équipements restant rares 
en France). Il ne peut être donc exclu dans notre travail un biais d’estimation dans un sens ou 
un autre conduisant, plutôt à type de surévaluation du taux de sensibilité à la témocilline au 
regard des résultats très favorables obtenus. De plus, dans ce travail le taux d’isolats bactériens 
exprimant un mécanisme de résistance (notamment une production de BLSE) était faible ce qui 
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là aussi a pu contribuer à surévaluer le taux de sensibilité ainsi qu’explicitement souligné dans 
la discussion de l’article 2. L’ensemble de ces limites a été en grande partie comblé par un 
travail postérieur au notre et discuté supra (Henry et al.) ayant évalué la fiabilité de la méthode 
des disques par 11 laboratoires différents sur une collection de 888 isolats comprenant 42% de 
E-BLSE et concluant à taux d’erreur de catégorisation plus important que dans notre travail 
(8.6% à 16% selon les disques).  
Concernant les études in vivo présentées dans les articles 3 et 4, leur limite majeure (déjà 
abordée au paragraphe 5.4 de ce mémoire) est l’utilisation de données pharmacocinétiques 
présentant une variabilité conséquente aussi bien chez l’animal que pour les données humaines 
servant de référence et issues d’une population particulière de patient. Ainsi, si l’efficacité in 
vivo et clinique de la témocilline vis-à-vis des isolats pour lesquels la CMI est de 8 mg/L semble 
établie, les résultats concernant les isolats pour lesquels la CMI est de 16 mg/L doivent être 
analysées avec réserve. Les régimes thérapeutiques utilisés dans les modèles murins visaient à 
reproduire une exposition (%ƒT>CMI) calculée à l’aide d’une modélisation. Cependant la 
dispersion de l’efficacité de la témocilline vis-à-vis des isolats à CMI de 16 mg/L dans le 
modèle murin pourrait être le reflet la variabilité de la pharmacocinétique de la molécule à 
l’échelon individuel (cf. notamment la réduction bactérienne à 24 h, présentée à la figure 1 de 
l’article 3). Ainsi une réduction bactérienne moindre chez une souris n’a pu être que le reflet 
d’une exposition moindre à la témocilline chez cette souris en particulier. Malheureusement, 
nous n’avons pas pu implémenter une étude pharmacocinétique individualisée pour chaque 
souris dans chacun des deux travaux, les contraintes étant trop fortes. Seule une telle approche 
eut permis de préciser pour chaque souris infectée le rapport exposition/efficacité. De plus, la 
proposition d’augmentation de posologie (2 g toutes les 8 h) pour les isolats vis-à-vis desquels 
la CMI est de 16 mg/L n’a pas pu être évaluée in vivo pour des raisons éthiques ainsi que discuté 
dans l’article 4. Enfin à cette variabilité inhérente au modèle murin s’ajoute une incertitude 
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quant aux cibles thérapeutiques reproduites. Ainsi, pour chaque « couple » CMI – schéma 
posologique, il a été reproduit chez la souris le %ƒT<CMI observé chez l’homme. Or les seules 
données dont nous disposions sont issues de deux études réalisées chez des patients hospitalisés 
en réanimation. L’exposition à la témocilline (comme aux autres ß-lactamines) est attendue 
plus faible, pour un même schéma posologique, chez les patients hospitalisés en réanimation 
que chez les patients moins sévères. Néanmoins, la pharmacocinétique de la témocilline est 
complexe (notamment en lien avec une fixation protéique saturable), et l’hypothèse selon 
laquelle l’exposition à la témocilline (selon un schéma de 2 g toutes les 8 h voire les 12 h) chez 
les patients non sévères pourrait permettre d’obtenir une efficacité clinique vis-à-vis des isolats 
dont la CMI est de 16 mg/L reste incertaine. 
3. Perspectives 
L’ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit confirme que la cible thérapeutique pour 
la témocilline vis-à-vis des entérobactérales est un %ƒT>CMI≥50%.  
Néanmoins, la probabilité d’atteindre cette cible thérapeutique selon le régime thérapeutique 
(2 g toutes les 12 h ou 8 h) et la CMI (16 mg/L ou 32 mg/L) reste incertaine notamment chez 
les patients infectés non sévères. En lien avec la grande différence du taux de fixation protéique 
entre les volontaires sains (fixation protéique importante) et les patients hospitalisés en 
réanimation (fixation protéique moindre), il est indispensable de disposer de données 
concernant la pharmacocinétique de la témocilline chez le patient infecté non sévère tant pour 
la concentration totale que pour la concentration libre.  
Ainsi, une étude de pharmacocinétique chez les patients infectés non sévères étudiant le taux 
de fixation protéique de la témocilline dans cette population et la réalisation de simulation de 
Monte-Carlo permettrait d’estimer une probabilité d’atteindre la cible thérapeutique selon les 
régimes thérapeutiques et la CMI. Une telle étude serait décisive dans la définition de la 
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concentration critique vis-à-vis des entérobactérales et pourrait confirmer les propositions 
issues de ce travail.  
En parallèle, il est nécessaire de collecter et d’analyser les données quant à l’utilisation en 
pratique courante de la témocilline afin d’étudier la relation entre niveau de CMI, régime 
thérapeutique (au prorata de la fonction rénale) et succès clinique. Une telle analyse mériterait 
de distinguer les infections urinaires de celles d’autres sites, car les données cliniques 
aujourd’hui disponibles sont surtout étayées pour les premières (les traitements ciblant très 
prioritairement les entérobactéries BLSE, dont le pouvoir pathogène dominant concerne la 
sphère urinaire). Or, l’exposition à la témocilline pour certains sites non urinaires pourrait être 
réduit et conduire à un sur-risque d’échecs thérapeutiques y compris par sélection de mutant 
résistant ainsi que cela a été démontré pour la céfoxitine vis-à-vis de Klebsiella pneumoniae 
(80). 
Cette proposition d’une étude de pratique rétrospective et non d’un essai randomisé se veut 
pragmatique, partant du constat des difficultés de recrutement et de la clôture prématurée du 
protocole français TEMOBLSE et qui de surcroît n’incluait que des infections urinaires. Une 
étude prospective multicentrique randomisée est néanmoins en cours en France (TEMO-
CARB, NT03543436, www.clincaltrials.gov/) et pourrait confirmer les données rétrospectives 
et expérimentales quant à l’efficacité de la témocilline pour les traitements des infections 
urinaires dues à des entérobactérales vis-à-vis desquelles la CMI de la témocilline est à 8 mg/L 
(puisque n’incluant que des souches sensibles selon la concentration critique en vigueur en 
France).  
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Résumé / Abstract  
Evaluation expérimentale des concentrations critiques de la témocilline vis-à-vis de souches 
d’entérobactérales 
 
Dans le monde entier l’antibiorésistance des entérobactérales communautaires, notamment par 
production de ß-lactamase à spectre étendu (E-BLSE), conduit à une consommation préoccupante 
d’antibiotique de dernier recours tels les carbapénèmes. Dérivée de la ticarcilline la témocilline pourrait 
représentée une alternative y compris sur certaines entérobactérales productrices de carbapénèmase 
(EPC). Néanmoins, il existe une incertitude concernant les concentrations critiques distinguant les 
entérobactérales sensibles des résistantes avec trois valeurs selon les pays utilisateurs de témocilline 
(8 mg/L, 16 mg/L ou 32 mg/L) tandis qu’une harmonisation internationale reste en attente. En ce 
contexte trois travaux originaux ont été poursuivi ainsi qu’une revue de la littérature. 
Il fut d’abord étudié in vitro la sensibilité à la témocilline de 762 entérobactérales responsables 
d’infection urinaire communautaire. Dans un contexte de prévalence faible des E-BLSE (5%) et nulle 
des EPC, les trois méthodes de routine (disque, automate, Etest) se sont révélées très fiables, la borne 
épidémiologique pour la témocilline s’établissant à 8 mg/L. Ensuite, l’efficacité de la témocilline vis-à-
vis d’entérobactérales productrices ou non de ß-lactamases (E-BLSE ou EPC) a été évaluée dans deux 
modèles murins complémentaires. Il a été montré l’efficacité de la témocilline à un schéma reproduisant 
la posologie humaine de 2 g toutes 12 h vis-à-vis d’entérobactérales pour lesquels la CMI de la 
témocilline était de 8 mg/L. L’efficacité de ce schéma posologique, bien que significative, était moindre 
vis-à-vis des isolats pour lesquels la CMI de la témocilline était de 16 mg/L. Par contre, il ne fut pas 
observé d’efficacité significative de la témocilline vis-à-vis des isolats avec une CMI à 32 mg/L 
quelques soit le schéma posologique (2 g toutes les 8 ou 12 h).  
L’ensemble de ces résultats, ainsi qu’une revue exhaustive des données de la littérature, conduisent à 
proposer une concentration critique de 8 mg/L pour le schéma posologique de 2 g toutes les 12 h, et de 
16 mg/L pour celui de 2 g toutes les 8h. Cette dernière proposition correspondrait au « sensible à forte 
exposition », nouvelle définition de la catégorisation « intermédiaire » selon les dernières 
recommandations de l’EUCAST. 
Mots clés : Témocilline, pharmacocinétique, pharmacodynamique, infection urinaire, concentrations 
critiques, BLSE, carbapénèmase 
Experimental evaluation of temocillin clinical breakpoints against enterobacterales 
 
Worldwide spread of antimicrobial resistance among community-acquired enterobacterales, especially 
ESBL, leads to a worrying consumption of last resort antibiotics like carbapenem. Derivative of 
ticarcillin, temocillin may be an attractive carbapenem-sparing agent including against some 
carbapenemase-producing enterobacterales (CPE). Nevertheless, there is still uncertainty regarding 
clinical breakpoints with 3 different values depending on countries (8 mg/L, 16 mg/L, 32 mg/L), 
moreover international consensus about this issue is awaited. In this context, three original studies were 
conducted along with a literature review. 
First, in vitro susceptibility to temocillin of 762 enterobacterales from community-acquired urinary tract 
infection was studied. In this area of low prevalence of ESBL and no CPE, the three routine 
susceptibility methods (disk diffusion, automate, Etest) were very accurate, epidemiological cut-off was 
set to 8 mg/L. Then, temocillin efficacy against enterobacterales producing or not producing ß-lactamase 
(ESBL or CPE) was assessed by two complementary murine models. We demonstrated that temocillin 
exposure reproducing 2 g q12h regimen showed efficacy against strains with temocillin MIC of 8 mg/L. 
This regimen exhibited a lower, even though significant, efficacy against strain with temocillin MIC of 
16 mg/L. On the over hand, it was not observed significant efficacy against strain with temocillin MIC 
of 32 mg/L whatever the regimen used (2 g q12h or q8h).  
All together this results and the literature review support a clinical breakpoints of 8 mg/L for 2 g q12h 
regimen, and 16 mg/L for 2 g q8h regimen. This last proposition correspond to the new susceptibility 
category : “Intermediate – Susceptible, increase exposure” from the last EUCAST recommendations.  
Key words: temocillin, pharmacokinetics, pharmacodynamics, urinary tract infections, clinical 
breakpoints, ESBL, carbapenemase 
